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(54) Title: METHOD FOR REPAIRING A MUTANT RNA FROM A DNA WITH GENETIC DEFECTS AND FOR THE PRO- 
GRAMMED DEATH OF TUMOUR CELLS BY RNA TRANS-SPLICING AS WELL AS A METHOD FOR IDENTIFYING 
NATURALLY TRANS-SPLICED CELLULAR RNA 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR REPARATUR EINER MUTIERTEN RNA AUS EINER GENDEFEKTEN DNA UND 
ZUM GEZIELTEN ABTOTEN VON TUMORZELLEN DURCH RNA-TRANSSPLEISSEN SOWIE VERFAHREN ZUM NACH- 
WEIS VON NATORLICH-TRANSGESPLEISSTER ZELLULARER RNA 

(57) Abstract: The invention relates to methods and products for repairing DNA with genetic defects in the area of a mutant exon, 
for the programmed death of tumour cells as well as for identifying naturally trans-spliced RNA, whereby said methods are based 
on the use of RNA spliced components, produced naturally in the cell. 



Q (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Verfahren und Erzeugnisse zur Reparatur gendefekter DNA im Bereich eines mu- 



^ tierten Exons und zum gezielten Abtfiten von Tumorzellen sowie zur Identification von natlirlich-transgespleiBterRNA, wobei die 
^ Verfahren auf der Nutzung zelleigener RNA-SpleiBkomponenten mit^^^re^. ^ f^Sffk\i jA^LE COPY 
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Verfahrexi zur Reparatur einer mutierten RNA aus einer 
5 gendefekten DNA und zum gezielten Abtdten von 

Tumorzellen durch RNA- Trans spleifien sowie Verfahren zuin 
Nachweis von naturlich- transgespleiSter zellularer RNA 



.10 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrochirurgi- 
15 schen, zellularen Reparatur von mutierten Abschnitten einer 
- RNA und zum gezielten Abtdten von Tumorzellen mit Hilfe ei- 
ner eingebrachten, transspleiBf ahigen RNA unter Verwendung 
der naturlich vorkommenden Spleifckomponenten in der Zelle 
sowie ein Screening-Verf ahren zum Nachweis von naturlich- 
20 transgespleiSter zellularer RNA. 

Tn Saugerzellen konnen SpleiSprozesse innerhalb einer RNA- 
Sequenz - das Cis-SpleiEen - und zwischen verschiedenen 
RNA-Sequenzen - das . TraiisspleiSen - stattfinden. Trans- 
spleiSen heiSt, dass Verbindungen innerhalb . eines RNA-Mole- 

25 kuls gelost und neue Bindungen mit anderen RNA-Molekulen 
eingegangen werden und so ein neues RNA-Molekul entsteht. 
Derartige RNA-TransspleiSprozesse verandern daher die gene- 
tische Information und konnen zu veranderten RNA-Molekulen 
bzw. zu pathogenen. Mutationen fuhren, die z.B. Tumoren aus- 

30 losen. Es ist daher von grofier Bedeutung ein Verfahren zur 
Identifizierung von transgespleifiter RNA bereitzustellen. 
Aber TransspleiEprozesse konnen jedoch auch gezielt einge- 
setzt werden, urn ein mutiertes Gen zu reparieren oder etwa 
urn Tumorzellen spezif isch abzutSten. . Die Erfinder streben 
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aus diesem Grund Patentschutz fur ein Grundverf ahren sowie 
ein Erzeugnis an, mit dem je nach Anwendungsf all transge- 
spleiSte RNA zu therapeutischen Zwecken erzeugt wird, bzw. 
mit dem eventuell pathogene, zellular-transgespleifcte RNA 
5 diagixostiziert werden kann. 

Diese Anwendungen basieren auf dem Verf ahrensgrundprinzip, 
dass mittels einer in die lebenden Zellen eingebrachter DNA 
eine kiinstliphe pre-mRNA erzeugt wird, die sich in ihrer 
Stuktur wesentlich von alien naturlichen zellularen pre- 

10 mRNA-Molekulen unterscheidet : Diese kunstliche pre-mRNA be- 
steht namlich nur aus 1 oder maximal 2 Splei&stellen, ent- 
sprechehd einem Exon, welches an seinen beiden Enden von 
einer oder zwei „Intronhalf ten x \ hier definiert als Outrons 
umgeben ist. Dieses Exon dient dann je nach Anwendungsf all 

15 dazu 7 ein gendefektes Exon einer naturlichen zellularen RNA 
uber ein Austauschverf ahren zu ersetzen/reparieren (Anwen- 
dungsprinzip 1) , oder etwa in Tumorzellen nach Ankoppelung 
an ein Exon aus einer tumorspezif ischen RNA feine mRNA ent- 
stehen zu lassen, die f\ir ein Protein codiert, das direkt 

20 oder indirekt zum Zelltod der Tumorzelle fuhrt (Anwen- 
dungsprinzip 2), oder dieses Exon ist Bestandteil einer 
RNA- Sonde, mit der zunachst transspleifif ahige zellulare 
pre-mRNAs indentif iziert werden, welche ggf. zu diagnosti- 
zierbaren neuen Hybrid-mRNA-Molekulen in der Zelle intera- 

25 gieren (Anwendungsf all 3) , die wiederum eventuell pathogene 
Prozesse auslosen. 

Die in alien drei Anwendungsf alien eingesetzte RNA, die 
entsprechend ein oder zwei SpleiSstellen enthalt, muss zu- 
dem in alien Fallen bestinunte Bedingungen zur Gewahrlei- 
30 stung einer ausreichenden Funktionsef f iziens erfullen: Da- 
mit diese SpleiSstellen eine hohe Potenz zu einem intermo- 
lekularen Transspleifi aufweisen, mussen sie Sequenzen ent- 
halten, die eine optimale Bindung von SpleiS (hilf s) - 
proteinen an diese RNA-Sequenzen gestatten. Im Falle einer 
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therapeutischen Verwendung dieser RNA (Anwendungsf all 1 
oder 2) ist zudem eine spezifische Anbindung zwischen der 
eingebrachten transspleifif ahigen RNA und der zellularen 
Target -RNA erf orderlich, was durch eine kunstlich erzeugte 
5 Antisensstruktur auf der eingebrachten RNA, die in diesem 
Bereich spezifisch zur zellularen • Target-RNA paart, 
erreicht wird. Durch die hierdurch entstandene ionisch- 
chemische Bindung (uber Wasserstof f ionenbriicken) zwischen 
der eingebrachten RNA und der zellularen Target-RNA wird 
10 zudem die Trans spleiEef f izienz erheblich gesteigert. . 

In Bezug auf das Anwendungsprinzip- 1, namlich dem Einsatz 
dieser eingebrachten RNA als Reparatur-RNA, ist auszufuh- 
ren, dass eine sehr groSe Anzahl von Krankheiten wie Alz- 
heimer, Parkinson, Diabetes, Hamophilie B, erblich beding- 

15 ter Bluthochdruck etc. durch angeborene Oder spater 
erworbene singulare. Gendefekte bzw. Mutationen ausgelost 
werden. Diese monogenetisch bedingten Krankheiten werden 
zur Zeit in der Regel mit Medikamenten in der Weise 
behandelt, dass diese Medikamente rein symptombezogen 

20 physiologisch wirken, ohne dass jedoch die eigentlichen 
Ursachen des Krankheitsbildes angegangen werden. 

Sofern sich der Gendefekt nur in bestimmten Zelltypen oder 
Organen mit besonderen Aufgaben auswirkt, ist alternativ 
auch ein Austausch und Ersatz dieser Zellen oder Organe 
25 uber eine Transplantation moglich. Aufgrund der noch 
ungelosten Probleme der ImmunabstoEung von Fremdtransplan- 
taten und Gef ahren der Virenubertragung sind diese Moglich- 
keiten aber nur begrenzt einsetzbar. 

Nur in wenigen Fallen ist bislang eine zumindest kausale 
30 Behandlung gegeben, indem das - bedingt durch den Gendefekt 
- fehlende oder funktionsunf eihige Protein extern zugefuhrt 
wird. Beispiele sind die tagliche Injektion von Insulin bei 
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Diabetikern oder von bestimmten Blutgerinnungsf aktoren bei 
Hamophilie. 

Im Unterschied zu einer symptomatischen oder kausalen 
Behandlung kann eine echte Heilung genetisch bedingter 

.5 Erkrankungen im Prinzip nur dadurch erfolgen, dass das 
defekte oder mutierte Gen in den Zellen in seiner Funktion 
wiederhergestellt wird. Da auf molekularer Ebene eine 
mikrochirurgische Genrep^ratur durch gezielten Austausch 
der defekten Genteile in der Zelle nach heutigem Stand ; der 

10 Technik nicht moglich ist, wird nach den etablierten 
gentherapeutischen Verfahren das defekte Gen durch 
Einschleusen eines homologen, intakten Genes in seiner 
Funktion ersetzt. 

Auf Grund vielfacher technischer Probleme, wie der 

15 begrenzten AufnahmegroSe viraler Genshuttles, wird beim 
Ersatz des Gens jedoch nicht das eigentliche Gen, bestehend 
aus vielen Exon- und Intronbereichen mit z.T. 100 kb oder 
mehr Gr6Se, verwendet. Das in die Zellen hineingebrachte 
Transgen ist vielmehr die um bis zu 95 % verkiirzte cDNA des 

20 Gens,, welche nur aus den Protein- codierenden Exonteilen 
besteht, und die nach reverser Transkription der mRNA 
erhalten wird. N- terminal ist an diese cDNA ein geeigneter 
Promotor und C- terminal eine Erkennungsstelle zur RNA- 
Polyadenylierung, z.B. aus SV40 # durch einen gentechnischen 

25 Eingriff gekoppelt. Die Polyadenylierung ist vor allem fur 
den Schutz der mRNA vor cytoplasmatischen RNAsen und damit 
fur deren Stabilitat verantwortlich. Diese gentherapeu- 
tischen cDNA-Konstrukte erlauben eine konstante und hohe 
RNA-Expression. Der Ersatz des defekten Genes mit seiner 

30 komplexen Struktur, insbesondere mit seinen Intronanteilen 
und regulatorischen Sequenzen durch sein komprimiertes 
cDNA- Homolog hat aber auch einige gravierende Nachteile: 
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a) Eine sehr hohe Anzahl (bzw. %-Satz) der zellul&ren 
primaren Genabschrif ten - der pre-mRNAs - codiert 
nicht nur fur eine einzige mRNA bzw. nur ein Protein, 
sondern wird uber alternative SpleiSvorgange zu sehr 

5 unterschiedlichen mRNAs und Proteinen zusammenge- 

stellt. Bei zellularem. Ersatz eines Genes auf cDNA- 
anstelle der DNA-Ebene entf allt der Mechanismus der 
RNA-Reifung uber das Spleifien. Fur jede benotigte 
' Version dieser mRNAs muss deshalb eine andere cDNA 

10 gentherapeutisch in die Zelle gebracht werden. 

b) Weiterhin wird die Auswahl der Exone und damit die Art 
der gebildeten Proteine im alternativen RNA-SpleiSen 
in der Zelle .durch sehr komplexe Mechanismen kon- 
trolliert, welche wiederum durch verschiedene externe 

15 Faktoren gesteuert werden. Insbesondere Hilf sproteine 

binden an regulatorische RNA-Sequenzen und beeinflus- 
sen so die Auswahl der Exone bei alternativen SpleiS- 
vorgangen und damit das molare Verhaltnis der ver- 
schiedenen moglichen, alternativen SpleiSprodukte zu- 

20 einander. Das Verhaltnis der alternativen SpleiSpro- 

dukte untereiriander ' kann zudem einer komplexen 
zeitlichen Ablauf steuerung unterliegen, wie etwa die 
verschiedenen Spleifif ormern der Immunoglobuline (IgM, 
IgG etc.). Diese regulatorischen Sequenzen fur alter- 

25 native SpleiSvorgange sind aber oft gerade innerhalb 

der Introns enthalten. Selbst wenn also alle moglichen 
alternativen mRNA-Formen durch unterschiedliche 
eingebrachte cDNA-Konstrukte zur Verfiigung stehen 
wurden (siehe a) , so ist doch eine physiologische und 

30 oft auch zeitlich gesteuerte Mengenregulation dieser 

mRNAs untereinander nicht gegeben, da diese regulie- 
renden Intronsequenzen in diesen cDNAs nicht enthalten 
sind. Ein Ersatz alternativ spleiSbarer, defekter Gene 
uber die herkommlichen Verfahren durch eine cDNA ohne 

35 diese Intronstukturen ist deshalb nachteilig. 
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Ein weiterer wesentlicher Aspekt ist, dass sich 
regulierende Sequenzen zur Transkriptionskontrolle wie 
Enhancer etc. zuweilen sehr weit N- terminal entfernt 
vom Promoter oder sogar in Intronbereichen befinden. 
Die artifiziellen cDNA-Genkonstrukte . haben diesen 
naturlichen Kontext jedoch nicht mehr, es fehlen die 
Intronbereiche (s.o.) sowie auch regulatorische 
Sequenzen, die oft weit vom Promoter entfernt auf der 
nicht transkribierten DNA lietjen. Selbst bei 
Verwendung des authentischen Promotors- ist bei cDNA- 
Konstrukten also die zellulare Fein-Regulation der 
Transkription nicht mehr gegeben; so kann es zu 
unphysiologischen Uber- oder Unterexpressionen von 
Proteinen kommen, die wiederum zellschadlich sein 
konnen . 

Eine kunstlich eingebrachte, komprimierte Ersatz- cDNA, 
versehen mit einem Promoter und einer neuen Poly- 
adenylierungss telle, hat also aufgrund grofier fehlen- 
der DNA-Anteile (fehlende Introns und sonstige Be- 
20 reiche) niemals die Komplexitat des homologen natur- 

lichen gendefekten Genes, und kann deshalb auch keinen 
physiologisch vollwertigen Ersatz darstellen. 

d) Sofern groEe gendefekte mRNAs bzw. Proteine (150-2 00 
kD Molekulargewicht) zu ersetzen sind, werden selbst 

25 bei Verwendung einer komprimierten cDNA Transgen- 

GroEen von 5 kB und mehr Lange benotigt. Hierdurch 
konnen sich durch dieses GroSe erhebliche Einschran- 
kungen bei der Verwendung bestimmter Genshuttels (z.b. 
bei Adeno-assoziiertes-Viren (AAV) ) sowie insbesondere 

30 bei einem nicht Viren-vermittelten, direkten Gentrans- 

fer ergeben. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Verfahren bereit- 
zustellen, welches die obigen Nachteile vermeidet und es 
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gestattet, das defekte bzw.. mutierte Gen inklusive seiner 
naturlichen Umgebung weiterhin als zellulare Ausgangsbasis 
zu verwenden, wobei das defekte Gen nicht komplett durch 
ein artifizielles Austauschprodukt (als cDNA) ersetzt, 
5 sondern das mutierte Gen spezif isch an der defekten Stelle 
mikrochirurgisch repariert wird. 

Die. mikrochirurgische Reparatur des Gendefektes erfolgt 
hierbei gedoch nicht auf der unmittelbaren DNA-Ebene, was 
nach heutigem Stand der Technik und in (naher.) Zukunft 

10 (noch) nicht moglich ist. Die Reparatur des Gendefektes 
erfolgt vielmehr auf der Stufe der Abschrift der DNA, also 
der RNA, welche letztlich auch fur die Proteinsynthese erst 
verantwortlich ist. Im Unterschied zur DNA ist die RNA 
namlich in kleinere Untereinheiten (sog. Exone) unter- 

15 gliedert, die prinzipiell frei kombinierbar und deshalb 
auch untereinander austauschbar sind. Auf der primaren 
Genabschrif t, der pre-mRNA, sind diese Exone noch durch 
dazwischen liegende, nicht codierende RNA-Sequenzen 
(Intronbereiche) getrennt. Durch einen sehr komplexen 

20 Mechanismus im Zellkern, genannt (Cis) SpleiSen, werden alle 
Intronbereiche herausgeschnitten und die Exone werden so 
direkt perlschnurartig miteinander verknupft. Die so 
entstandene RNA (mRNA) -verlasst dann den Zellkern, \m 
danach im Zytoplasma der Proteinsynthese zur Verfugung zu 

25 stehen. Das Primartransskript (pre mRNA) kann hierbei 
einige kb bis 100 kb Lange aufweisen (durchschnittlich 6 kb 
Lange) , insbesondere Intronlangen bis zu 50 kb Lange sind 
beschrieben. Die Exone sind hingegen relativ kurz; die 
nicht N- oder C-terminalen, also mittleren Exone haben nur 

30 eine GroSe von durchschnittlich ca. 100-150 b Lange. Die 
Exonzahl schwankt je nach Gen von 2 bis uber 50 
(durchschnittlich ca, 6-10) , die durchschnittliche GroSe 
aller auf s\immierten Exone einer Saugerzellen-mRNA betragt 
etwa 1,5 kb . 
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Gendefekte, die zu funktionsunfahigen Proteinen fuhren, 
betreffen oft nur eine Oder sehr wenige Stellen des Genes, 
sie liegen also prinzipiell nur in einem der vielen 2 bis 
50 Gen-Exone. Es ist daher, was Grundlage dieser Erfindung 
5 ist, ausreichend, . anstelle des kompletten Genes, . nur den 
mutierten Exonteil des Genes auszutauschen. Dieser 
Austausch erfolgt hierbei auf der RNA-Ebene. 

Neben dem Cis-SpleiSvorgang, der vor ca. 25 Jahren ^ntdeckt 
wurde, und der verschiedene Exone desselben pre-mRNA- 

L0 Molekiils verbindet , gibt es in , der Saugerzelle auch. sog. 
TransspleiS-prozesse, die als in vivo real existierend 
erstmals Mitte ' der 90er Jahre vom Entwickler der nach- 
folgend beschriebenen Erfindung und Anmelder dieses 
Patentes nachgewiesen und publiziert wurde. Bei diesen 

15 Trans -SpleiSprozessen werden unterschiedliche pre-mRJSFAs 
bzw. Exone aus zwei Oder mehr pre -mRNA- Molekulen 
miteinander kombiniert. Ein Reparatur-Austausch eines 
defekten Exons gegen ein intaktes Exon ist also moglich, 
indem man sich die naturliche RNA-Transsplei£kapazitat der 

20 Saugerzelle zu Hilfe nimmt, 

Die Abbildung Bl, B2 zeigt zunachst, wie aus einer defekten 
pre-mRNA nach erfolgtem, ublichen Cis-SpleiS anschliefiend 
eine mutierte, gendefekte zellulare mRNA entsteht, die fur 
ein funktionsuntuchtiges Protein codiert, sofern es sich urn 
25 keine sogenannte stille Punktmutation handelt, und sofern 
die veranderte Aminosaure zu einer Funktionsbeein- 
trachtigung des Proteins fuhrt. 

Die Abbildung CI, C2 zeigt, wie im Prinzip ein nicht N~ 
oder C-terminales gendefektes Exon auf einer pre-mRNA 
30 (Stufe 1) durch einen TransspleiS mit Hilfe einer 
Reparatur-RNA gegen das intakte Exon homolog ausgetauscht 
werden kann, sodass letztlich wieder eine intakte mRNA 
(Stufe 2) entsteht. Die Reparatur-RNA ist auch eine pre- 
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mRNA und besteht im Prinzip aus dem auszutauschenden Exon, 
das an beiden Enden je eine „Intronhalf te n also einem 
Intron mit nur einer SpleiSstelle, hier definiert als 
„Outron u , tr&gt. Die Repar a tur - pre - mRNA wird dabei dadurch 
5 in der Saugerzelle hergestellt, indem eine codierende DNA 
uber ein DNA-Gentransf erverf ahren einmalig in die Zelle 
eingeschleust wird. 

Die Erfindung lost $as technische Problem einer mikro- 
chirurgischen. Reparatur. eines defekten Genes, welche einem 

10 Genersatz auf cDNA- Basis vorzuziehen ist, also dufch die 
Bereitstellung eines Verfahrens zur Reparatur eines. 
mutierten Exons einer pre-mRNA in einer Saugerzelle, wobei 
in die Saugerzelle eine DNA eingebracht wird, die fur eine. 
Reparatur-RNA codiert, die ein nicht -mutiertes homologes 

15 Exon. mit f lankierenden Outrons umfasst. Das mutierte Exon 
der gendefekten RNA wird dann durch das nicht -mutierte Exon 
der Reparatur-RNA mittels der in der Zelle natiirlich 
vorkommenden SpleiSkomponenten uber einen RNA-Transsplei6 
ausgetauscht, und so die RNA in ihrem defekten Anteil 

20 repariert. 

Zum Austausch eines interneri (nicht terminalen) mutierten 
Exons ist folglich im Regelfall ein zweifacher TransspleiS 
. notwendig; die Reparatur-RNA enthalt also neben dem 
Reparatur -Exon zwei SpleiSstellen, d.h. ein proximales (5') 

25 und ein distales (3') Outron (s. Fig. C) . Zum Austausch 
eines terminalen, mutierten und teilweise Protein- codie- 
renden Exons ist hingegen nur ein einfacher Transsspleifi 
notwendig; zur Reparatur eines codierenden Gendefektes in 
einem N-terminalen Exon besteht die Reparatur-RNA folglich 

30 aus einem Reparatur -Exon und einem distalen (3') Outron (s. 
Fig. D) ; bei einem codierenden Gendefekt in einem C- 
terminalen Exon besteht die Reparatur-RNA entsprechend aus 
einem proximalen (5') Outron gefolgt vom Reparatur-Exon (s. 
Fig. E) . Ein einfacher (anstelle zweifacher) TranspleiS und 
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folglich nur ein Outrori in der Reparatur-RNA ist auch nur 
notwendig, wenn in dem transzuspleiSendnen Repartur-Exon 
die genetische Information mehrerer terminaler Exone in 
Form einer cDNA enthalten ist (s. Fig. G und H) ; auf diesen 
5 Sonderfall soli in einem spateren Textabschnitt nochmals 
genauer eingegangen werden. 

In der Grundvariante der Erfindung liegt also ein zentrales 
Reparatur-Exon vor, welches von einem proximalen 5' Outron 
und einem distal en 3' Outron umgeben ist. Die Ubergangs- 
10 regionen oder Grenzregionen zwischen Exon und Outron (bzw. 
Intron) , die SpleiSstelle, haben dabei stets eine gewisse 
Struktur. 

Am hinteren Ende des Exons zum hinteren 3' Outron hin liegt 
die 5' SpleiSstelle. 5' SpleiSstellen sind Folgen von 9 

15 RNA-Basen mi t der Saugerzell-Konsensussequenz A/C-A-G-G-U- 
A/G-A-G-U. Zu einer 5' SpleiSstelle gehoren sowohl die 
letzten drei Nucleotide des Exons als auch die ersten sechs 
Nucleotide des Outrons/lntrons . Die Basen G-U sind die 
ersten beiden Basen des. Introns bzw. Outrons und zudem 

20 essentiell fur eine normale 5' Spleifistelle, andere Basen 
konnen auch variieren. Die Basen der 5' SpleiSstelle paaren 
in einer sehr fruhen Phase (E-Komplex) des SpleiJSablauf es 
uber H-Brucken mit der U x snRNA, die zum ^snRNP (einem 
Proteinkomplex) gehort (s. Fig. Al) . Die Bindung zwischen 

25 der pre-mRNA und der U x snRNA bzw. dem O x - Proteinkomplex ist 
dabei umso besser, je mehr Watson-Crick-Basenpaarungen 
eingegangen werden (maximal 9) ; eine optimale Paaruhg zur 
^snRNA wird hierbei durch die 9-Basenf olge (A/G) - (A/G) -G- 
G-U- (A/G) - (A/G) -G-U auf einer pre-mRNA erreicht. Die 

30 Bindung des U^nRNP an die 5' SpleiSstelle wird noch weiter 
stabilisiert durch sog. Serin/Arginin-reiche Proteine (S/R- 
Proteine) (s. Fig. II, 12). S/R-Proteine binden zum einen 
oft an. Purinbasen-reiche RNA-Abschnitte vornehmlich in 
Exonbereichen. Die an die RNA in Exonbereichen (Exonic 
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Splice Enhancer, ESE) gebundenen SR-Proteine (z.B. ASF/SF2) 
assoziieren in einem anderem Bereich dieser Proteine dann 
mit U x snRNP und tragen so zur weiteren UiSnRNP-Stabili- 
, sation zur pre-mRNA bei (s. Fig. II - 13) . 

5 Am vorderen Ende des Exons zum vorderen 5' Outron hin liegt 
die 3 f Spleifcstelle. Im Unterschied zur 5' Spleifcstelle 
sind an der 3' SpleiSstelle nur Nucleotide des Outrons bzw. 
Introns, also keine Nucleotide des £xons, beteiligt. Die 3' 
Spleifcstelle ist komplexer aufgebaut als die 5' 

10 SpleiSstelle und besteht aus 3 verschiedenen essentiellen 
Nucleotidkomponenten, die teilweise auch raumlich voneinder 
getrennt . sind. Als diese drei Komponenten einer 3' 
SpleiSstelle fungieren: eine sog. Branch-A-Stelle, ca. 20- 
50 Nucleotide downstream davon ein Pyrimidinbasen- Stretch 

15 und unraittelbar daran anschliessend ein essentielles AG- 
Dinucleotid. Das AG-Dinucleotid stellt zugleich das hintere 
Ende des Outrons /introns an der Grenze zum nachf olgenden 
Exon dar. 

Die relative Starke: einer 3' SpleiSstelle einer pre-mRNA 

20 der Saugerzelle wird sehr stark durch die Qualitat des 
Polypyrimidinbasen- Stretches beinflusst. Konkret ist der 
relative (U/C) Anteil der Basenfolge, die 2 bis ca. 15-19 
Nucleotide upstream des AG-Dinucleotides liegt, von 
Bedeutung. Eine durchgehende U/C-Folge liegt in vivo nur 

25 selten vor, oft ist jedes 5. oder 6. Nucleotid ein G oder 
seltener ein A. Die hochste SpleiSsignalstarke ist aber bei 
einem ununterbrochenen U/C- Stretch von mindestens 9-12 
Nucleotiden gegeben. An den Polypyrimidinstretch bindet in 
einer sehr fruhen Phase des SpleiSprozesses (E-Komplex) der 

30 Proteinkomplex U2AF (U 2 snRNP-Auxilary-Factor) uber dessen 
Proteinanteil U2AF 65 (s. Fig. Al r Jl - J3) . Die Konsensus- 
RNA-Bindungsstelle fur U2AF 65 ist im ubrigen 19 Nucleotide 
lang mit der Basenf olge U 6 (U/C) CC (C/U) U 7 CC . Der zweite 
Anteil von U2AF # namlich U2AF 35 kann an weitere SR-Proteine 

35 binden (Fig. Jl - J3) , die wiederum zu Purinreichen 
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Regionen im nachf olgenden Exon (Exonic Splice Enhancer 
(ESE) Regionen) assoziieren (s. Fig. Jl - J3) . Diese ESE- 
Regionen begunstigen also ebenfalls die Bindung von U2AF, 
wie im Falle der U^snRNP-Stabilisation an der 5' SpleiS- 
5 stelle. 

Das dritte Element der 3' SpleiSstelle, die sogehannte 
Branch-A-Site, die ca. 20-50 Nucleotide upstream des Poly- 
(U/C) -Stretches liegt (s. auch Fig. Jl - J3) , ist hingegen 
nicht so eindeutig uber eine bestimmte Basenfolge 

10 definiert. Die Saugerkonsensussequenz hat. die . 7-Nucleotid- 
Folge (C/U) -N-C-U- (A/G) -A- (C/U) . Essentiell ist insbeson- 
dere das sog. Branch A, (das unterstrichen ist), welches in 
einer sehr sp&ten SpleiSphase (C-Komplex) uber die 2' OH 
Gruppe seiner Ribose die Bildung des Lariats ermoglicht. 

15 Die Branch-Sequenz der pre-mRMA paart in der auf den E- 
Komplex f olgenden SpleiEphase (= A-Komplex) und im 
nachf olgenden B-Komplex (s. Fig. A2) mit der U 2 snRJSTA, die 
zum Proteinkomplex U 2 snRNP gehort (s. Fig. Jl - J3) . 
Wichtig kann auch hier wieder eine moglichst starke Watson- 

20 Crick-H-Bindung zwischen der pre-mRNA und der U 2 snRNA sein, 
aber auch, dass das Branch-A in dem zur U 2 snRNA gebundenem 
RNA-Stretch „herausragt" , d.h. dieses Adenosin sollte 
insbesondere nicht zu einer Base (d.h. einem U) der U 2 snRNA 
binden (s. Fig. J). Die Bindung von U 2 snRUP an die pre-mRNA 

25 wird dabei durch das bereits im E-Komplex gebundene U2AF 
Linterstiitzt . Als Bindeglied zwischen U2AF und U 2 snRNP 
konnen hierbei noch weitere Proteine (SF3a, SF3b) 
f ungieren . 

Beim SpleiSen findet prinzipiell stets eine Assoziation 
30 einer 5' SpleiSstelle mit einer 3' SpleiSstelle statt. Beim 
Cis-SpleiSen liegen diese beiden SpleiSstellen auf dem 
selben RNA-Molekiil, beim Trans -SpleiEen entsprechend auf 
zwei verschiedenen RNA-Molekulen. Eine verbindende 
Nucleotidfolge zwischen den beiden SpleiSstellen (gegeben 
35 immer bei Cis-Spleifiprozessen innerhalb des selben RNA- 
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Molekuls) ist zwar stark forderlich, aber nicht unbedingt 
notwendig fur den SpleiSprozess . Die eigentliche 
Assoziation zwischen den beiden SpleiSstellen wird vielmehr 
durch Proteinkomplexe erreicht, die zuvor je an der 9-mer- 

5 Basenfolge der 5' SpleiSstelle einerseits sowie . am 
Polypyrimidinbasenstretch und der Branch-A-Stelle der 3' 
SpleiSstelle andererseits gebunden sind. Der Kontakt der 
beiden SpleiSstellen erfolgt also uber eine Protein- 
Protein-Assoziation jener, an der RNA gebundenert, Proteine. 

10 Diese Assoziation zwischen zwei SpleiSstellen , uber 
gebundene Proteine erfolgt hierbei in mehreren Stufen: Im 
fruhen , E-Komplex des SpleiSprozesses erfolgt eine 
Assoziation zwischen dem Poly (U/C) -Stretch der 3' 
SpleiSstelle zu der 5' SpleiSstelle. Hierbei wird an dem 

15 Poly (U/C) -Stretch der 3' SpleiSstelle der Prpteinkomplex 
U2AF 65 U2AF 35 gebunden, der wiederum Ciber ein Brucken-SR- 
Protein (SC35) zum l^snRNP paart, was zuvor 1 an der 5' 
SpleiSstelle gebunden ist (s. Fig. Al) . Im spateren B- 
Komplex f indet hingegen eine Assoziation zwischen der 

20 Branch- A- Site der 3' SpleiSstelle und der 5' SpleiSstelle 
statt, indem die U 2 snRNA des U 2 snRNP in einem snRNA-Anteil 
zur Branch- A- S telle und in einem andern snRNA-Anteil zur 
U 6 snRNA des* U 6 snRNP paart . Die U 6 snRNA wiederum paart mit 
Basen des Intronbereiches der 5' SpleiSstelle der pre-mRNA. 

25 (Das vorher (im E und A-Komplex) hier gebundene U x snRNP hat 
die SpleiSstelle zu gunsten des U 6 snRNP verlassen und auch 
U2AF ist hier nicht mehr am U/C-Stretch gebunden.) (s. Fig. 
A2) . In. einer noch spateren Phase assoziiert der 
Proteinkomplex U 5 snRNP zunachst in einem Anteil zum 

30 Exonanteil der 5' SpleiSstelle und danach in einem anderen 
Anteil auch zum Exonanteil der 3' SpleiSstelle (s. Fig. 
A2), gefolgt von der Lariatbildung der RNA (nicht mehr 
dargestellt) . Durch diese assoziierenden Strukturen tritt 
also ein sehr naher raumlicher Kontakt zwischen den spater 

35 zu ligierenden Exonen ein. 
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Da die exakte Assoziation der SpleiSstellen durch die an 
die pre-mRNA gebundenen Proteine bewerkstelligt wird, 
besteht die Aufgabe der verbindenden Nucleotidkette eines 
Introns von bis zu 50 kB Grosse beim Cis-Splei£en also 

5 nicht darin, die 5' und 3' Spleifistelle eines Introns in 
den erf orderlichen raumiichen Zusammenhang (Kontext) zum 
SpleiSen zu bringen; dies gilt im wesentlichen nur ffir sehr 
kurze Introns mit ca. 100 Basen Lange. Die Nucleotidkette 
des Introns hat vielmehr die Aufgabe, die zugehorige 5' und 

10 3' SpleiSstelle in einem nicht zu groEem maximalen Abstand 
(ca. 100-500 nm, je nach Intronlange) verglichen mit der 
ZellkerngroSe von 10.000 nm zu halten, sodass sich . die 
beiden mit den SpleiSproteinen beladenen SpleiEstellen 
w^hrend der thermisch bedingten standigen Schwingungs- und 

15 Bewegungsvorgange der RNA im Zellkern mit hoher Wahr-. 
scheinlichkeit irgendwann treffen konnen, wonach der 
SpleiSprozess (uber die SpleiSstufen E, A, B usw.) 
eingeleitet wird. 

Trans-SpleiSprozesse der Saugerzelle laufen nach gleichem 
20 Muster unter Benutzung der selben Proteinkomplexe wie Cis- 
SpleiBprozesse ab; der einzige Unterschied ist, dass eine 
verbindende RNA-Nucleotidkette zwischen den beiden SpleiS- 
stellen von Natur aus nicht vorhanden ist (s. Fig. Al und 
A2 : Die gestrichelte Linie ist dort in der Abbildung 
25 wegzudenken) . 

Aufgrund dieses Umstandes einer fehlenden kovalenten Bin- 
dung zwischen den beiden SpleiSstellen sind TransspleiS- 
prozesse zwischen zwei ganz bestimmten RNA-Molekulsorten - 
statistisch gesehen - zunachst einmal recht seltene 
30 Vorgange, vergleicht man den groSen Zellkerndurchmesser 
(ca. 10.0 00 nm) mit dem kleinen Durchmesser (ca. 100 nm) 
der Proteinkomplexe, welche an den 5' und 3' SpleiSstellen 
auf zwei unterschiedlichen RNA-Molekulen gebunden sind. 
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Die an sich sehr geringe TransspleiSwahrscheinlichkeit 
zwischen zwei spezif ischen RNA-Molekulsorten lasst sich 
jedoch gegeben durch zufallige natiirliche Umstande (oder 
aber gewollt durch externe Eingriffe) urn mehrere 
5 Zehnerpotenzen steigern, wenn folgende Bedingungen erfullt 
sind: 

(i) Die transzuspleiSenden pre-mRNA-Molekule sollten 
relativ abbaustabil sein und in hoher Konzentration im 
Zellkem vorliegen. Abbaustabilitat bedeutet, dass 

10 diese RNA-Molekule u.a. am hinteren Ende eine 

Polyadenylkette aufweisen; die. DNA-Vorlage dieser RNA 
muss also die beiden Signalsequenzen zur 
Polyadenylierung (AATAAA- Region upstream und eine GT- 
reiche Region downstream der Polyadenylierungsstelle) 

15 aufweisen (s. z.B. Fig. Fl, Gl, HI) . Eine hohe RNA- 

Konzentration wird dadurch verursacht, dass eine groSe 
Zahl von pre-mRNA-Molekulen von dem entsprechenden 
DNA- Template abgeschrieben werden, was wiederum durch 
einen starken Promotor auf der entsprechenden DNA 

20 erreicht wird. So gibt es in vivo, bedingt durch 

unterschiedliche Promotoren in der Saugerzelle, etwa 
11.000 Gene die nur durchschnittlich 15 mRNA-Kopien, 
500 Gene, die durchschnittlich 300 Kopien und nur 4 
Gene, die durchschnittlich 12.000 mRNA- Kopien im 

25 Zellkern enthalten. Im . Falle des durch die 

Patentanmelder erstmals nachgewiesenen Saugerzellen- 
TransspleiSes in vivo, wurde beispielsweise eine sehr 
groSe Zahl von Prim&rtranskripten, die mit einer 
quantitativen PCR nachgewiesen wurden, bedingt durch 

30 einen starken SV40 Promotor hergestellt. 

(ii) Forderlich fur einen intermolekularen Transspleifipro- 
zess kann es ferner sein, wenn die beiden trans- 
zuspleiSenden RNA-Molekule fiber einen langeren Basen- 
bereich in Antisens-Strukturen uber Watson-Crick-H- 
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Brucken miteinander verbunden sind. Im Falle des durch 
den Patent anmelder nachgewiesenen in vivo Trans - 
spleifces bei Saugerzellen erfolgte diese RNA- Paarung 
vermutlich durch eine 13 Basen lange naturlich 
5 vorkoramende Antisensregion zwischen dem N-terminalen 

Teil des einen RNA-Molekuls und dem C-terminalen Teil 
des zweiten RNA-Molekuls. Auf RNA-Ebene ist dabei 
neben der starken Basen- Paarung G-C und der 
mittelstarken Paarung A-U* auch die etwas schwachere 

10 Basen-Paarung G-U zu berucksichtigen. Je nach G/C- 

Anteil sind bei einer Temperatur von 37°C ca. 10-16 
durchgehende , d.h. hintereinanderliegende Basen- 
paarungen fur eine stabile RNA-RNA-Assoziation 
ausreichend. Die Verbindung der beiden RNA-Molekiile 

15 uber diese Antisens-Basenpaarungs- #/ Brucke w ist also 

der Funktion der Nucleotidkette des Introns bei Cis zu 
spleiSenden, gewohnlichen pre-mRNAs analog: Die beiden 
SpleiSstellen werden durch eine verbindende Nucleotid- 
Kette in einem bestimmten nicht zu groSen, maximalen 

20 Abstand gehalten,. und der Eintritt eines Spleifipro- 

zesses nach Assoziation der Proteinbeladenen SpleiE- 
stellen wird dadurch wesentlich wahrscheinlicher . 

(iii) Aber auch wenn die beiden potent iellen KNA- 
Transspleifipartner in enger Nahe zueinander . liegen, 

25 z.B. bedingt etwa uber Ant i sens -H- Brucken, ist immer 

, noch nicht ausreichend sichergestellt , dass hinrei- 
chend oder uberwiegend intermolekulare Transspleifi- 
Prozesse stattfinden: Eine bestimmte 5' SpleiEstelle 
beispielsweise auf dem ersten RNA-Molekiil kann namlich 

30 nicht nur in einer TransspleiSreaktion zu einer 3' 

Spleifistelle auf einem zweiten, nahe liegendem RJSFA- 
Molekul, sondern auch weiterhin mit der gegenilber- 
liegenden intronischen 3' Cis-Spleifistelle des selben 
ersten Molekuls in einem gewohnlichen Cis-SpleiS- 

35 Prozess interagieren . Der letztere Fall wird meist 
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sogar wahrscheinlicher sein. Eine relative Bevorzugung 
des Trans-Spleifies zu ungunsten des Cis-Splei£es kann 
aber insbesondere dadurch auftreten, dass die 
entsprechende Cis-SpleiS-Stelle . eine nicht so hohe 

5 SpleiSstellen-Attraktivitat (weniger angenahert an die 

Konsensussequenzen etc . ) wie die konkurrierende 
Transspleifistelle auf weist . Doch auch dann konnen noch 
beide Reaktionen (Trans- und Cis-SpleiS) nebeneinander 
' stattfinden. Nur wenn die konkurrierende Cis- 

10 SpleiiSstelle durch bestimmte weitere naturliche 

Faktoren oder externe (erf inderische) Eingriffe 
funktionsunfahig gemacht wird, ist mit einem 
ausschlieSlichen TransspleiE zu rechnen. 

Speziell in Bezug auf eine Reparatur-RNA, die uber einen 
15 RNA-TransspleiS ein gendefektes Exon ersetzen soli, miissen 
zwei prinzipielle Grundbedingungen erfullt werden: (1) Der 
RNA-TransspleiB muss effektiv ablaufen, was konkret heiSt, 
dass (je nach Art des Gendefektes) 5-50 % der gendefekten 
RNA-Molekule repariert werden. Und: (2) Der RNA-Transspleifi 
20 soli spezifisch nur zur gendefekten RNA (und speziell ztun 
gendefekten Exon) , nicht jedoch zu anderen RNA-Molekul- 
sorten der Zelle ablaufen. 

Urn (1) eine relativ hohe . Trans spleifirate (von 5-50 %) und 
(2) eine hohe Substratspezif itat zu erreichen, mussen in 

25 Bezug auf eine kunstlich geschaffene Reparatur-RNA (dieser 
Anwendungsfall) oder auch in Bezug des TransspleiSes einer 
unvollstandigen , 7 Zelltod-RNA* zu einer Tumorzellen- 
spezif ischen RNA (siehe der nachste. genauer beschriebene 
Anwendungsfall 2) unter Beachtung der obigen Ausfiihrungen 

30 folgende Kriterien erfullt sein: 

1.) Die die transzuspleiSende RNA (Reparatur-RNA etc.) 
codierende DNA sollte insbesondere einen starken RNA- 
Polymerase- II -Promoter enthalten, z.B. SV40 early T- 
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Antigen Promoter oder andere mit einem starken 
Enhancer (s. Fig. Fl) , damit eine hohe Zahl von 
trans spleiSfahi gen RNA-Transskripten hergestellt wer- 
den kann. Die Effizienz einer TransspleiSreaktion ist 
5 . wesentlich von der Konzentration der transzusplei- 

Senden RNA-Molekule (= Substrat) im Zellkern abhangig. 

2. ) Die die trans zuspleiSende RNA (Reparatur-RNA etc.) 

codierende DNA sollte z.B. am 3' Eijde die Signal - 
sequenzen zur pre-mRNA-Polyadenylierung aufweisen, da 
10 die Polyadenylierung u.a. fur die Stabilitat einer RNA 

verantwortlich ist. Als eine sehr potente Polyade- 
nylierungsregion kann hier z.B. auch die entsprechende 
Region der early SV40 DNA- Region genutzt werden. 

3. ) Ansonsten sollte das transgenische Produkt, welches 
15 die TransspleiE-KNA codiert, in geeignete Vektoren 

integriert sein, die u.a. eine selbstandige Repli- 
kation des Transgens erlauben, eine Integration dieser 
DNA in , die chromosomale DNA eher ausschliefien und die 
keine eventuelle Immunabwehr uber sonstige codierende 
20 Proteine des Vektors ermoglichen, 

4. ) Die transzuspleiSende RNA (Reparatur-RNA, unvollstan- 

dige „Zelltod-RNA tt etc.) sollte uber ionische Bin- 
dungen (H-Brucken) mit den Transspleifipartner (gende- 
fekte RNA, tumorzellspezif ische RNA etc.) verbunden 

25 sein, urn die TransspleiJSef f izienz zu steigern. Dies 

ist dadurch zu erreichen, dass die Reparatur-RNA etc. 
eine langere, hintereinander liegende Folge von 
Nucleotiden in den Outron-RNA-Teilen aufweist, die 
uber Ant isens -H-Brucken zu einem entsprechenden 

30 Bereich auf der zu reparierenden RNA etc. paart. Dies 

wird dadurch erzielt, dass in der diese TransspleiS- 
RNA (Reparatur-RNA etc.) codierenden DNA eine 
entsprechende Antisenssequenz erzeugt wird. 
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Damit unter physiologischen Bedingungen der Zelle 
(37°C / neutraler pH-Wert, 150 mM NaCl-Konzentation 
etc.) eine stabile RNA-RNA-Hybridisierung eintritt, 
muss die Hybridisierungszone der Watson-Crick-H- 

5 Bracken eine minimale Lange aufweisen.' Als sehr grober 

Richtwert gilt fur die Annealing- Temper atur, dass.die 
Basenpaarung C - G urn 3°C, die Paarung A - U bzw. A - 
T um 2°C und die Paarung G - U urn 1°C die Annealing 
Teraperatfur uber 0°C erhoht. Eine 12 Basen (mer) lange 

10 ununterbrochene RNA-RNA-Hybridisierungszone bestehend 

aus statistisch verteilt: 6 Bindungspaaren C - G und 
6 Bindungspaaren A - U besteht also insgesamt aus 30 
H-Brucken mit annahernd . 30°C Schmelztemperatur , wobei 
dies ein Minimalwert ist; tatsachlich liegt der Wert 

15 einige Celcius -Grade hoher, eine genaue Berechnung ist 

liber entsprechende EDV- Programme moglich. Unter dem 
Gesichtspunkt der Annealingtemperatur unter zellphy- 
siologishen Bedingungen ist also eine mind. 12-14 
Basen lange Hybridisierungszone fur eine feste RNA- 

20 RNA-Bindung bei einer linearen RNA ausreichend. 

Besondere Sekundarstrukturen der trans zuspleiSenden 
externen RNA (Reparatur-RNA etc.) und. des zellularen 
RNA-Transspleifipartners (gendefekte RNA etc.) sind bei 
der Auswahl der willkurlichen Nucleotidf olge auf der 

25 Reparatur-RNA, die hybridisieren soil, jedoch zu 

berucksichtigen. RNAs liegen in der Regel namlich 
nicht als eine lange, lineare Nucleotidkette vor, son- 
dern es konnen auch intramolekulare Hybridisierungs- 
zonen auftreten, wodurch uber einen bestimmten RNA- 

30 Bereich eine doppelstrSngige RNA - mit der Ausbildung 

von stem loops, hairpins etc. - entsteht. Mit Hilfe 
geeigneter Computerprogramme kann aber aufzeigt wer- 
den, welche RNA-Bereiche innerhalb eines RNA-Molekuls 
unter physiologischen Bedingungen miteinander paaren. 

35 Stellt man also fest, dass eine kunstlich geschaffene 
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RNA-Sequenz innerhalb einer Reparatur-RNA etc. von 
z.B. 12 Oder mehr Nucleotiden uberwiegend mit anderen 
Regionen dieser RNA eine intramolekulare RNA-Paarung 
eingeht, so ist diese Sequenz zu verwerfen und eine 

5 abgeanderte Sequenz, die natiirlich wiederum zur 

gendefekten RNA etc. paaren soil, auszuwahlen. 
Entsprechend ist auch der zu paarende Bereich auf der 
gendefekten RNA etc. zu analysieren, auch dieser 
sollte tatsachlich fur eine inter-molekulare PaarUng 

10 . mit der Reparatur-RNA etc. zur Verfugung stehen, er 

darf also ebenfalls nicht durch eine intra-molekulare 
Paarung zu anderen Bereichen der gendefekten RNA etc . 
blockiert sein. Die Auswahl von hier geeigneten RNA- 
Sequenz en kann auch wieder uber entsprechende EDV- 

15 Programme erfolgen. 

5.) Die externe transzuspleiSende RNA (Reparatur-RNA, 
unvollstandige „Zelltod-RNA" etc.) sollte sehr strin- 
gente 5' und 3' Spleifistellen aufweisen. Die 5' 
Spleifistelle bzw. die 3' SpleiSstelle z.B. auf der 

20 Reparatur-RNA sollten insbesondere attraktiver fur die 

SpleiSenzyme (Spliceosomen und Hilf sproteine) sein als 
die authentischen, analogen Cis-SpleilSstellen auf der 
gendefekten zellularen RNA, damit nicht jene analogen 
Cis-SpleiSstellen verwendet werden, was zu einer 

25 gendefekten RNA fuhren wurde, sondern die Trans- 

SpleilSstellen auf der Reparatur-RNA verwendet werden, 
wodurch eine reparierte mRNA entsteht (s. Fig. B, C) . 

a) Die 5' SpleiSstelle (s. Fig. II - 13) der Trans- 
spleiS-Reparatur-RNA sollte also insbesondere eine 
30 hohere Attraktivitat fur die Proteine des Spleifi- 

apparates - insbesondere das U x snRNP - haben als die 
analoge, unerwunschte 5' Cis- SpleiSstelle auf der gen- 
defekten RNA. Diese Bedingung ist in Regel erfullbar, 
da die nattirlichen zellularen Cis-SpleiSstellen, also 
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auch die entsprechende 5' Cis-SpleiEstelle der gende- 
fekten RNA, im Regelfall zur l^snRNA des SpleiSpro- 
teinkoplexes UiSnRNP nicht optimal paaren, d.h, von 
der optimalen 5' -SpleiSStellensequenz geringfugig 

5 abweichen (s. Fig.. I). Anzustreben ist also uber 

. gentechnologische Eingriffe (auf Ebene der codierenden 
DNA) die Schaffung einer spleiSoptimalen 9-mer langen 
Sequenz in der 5' SpleiS-Stelle der Reparatur RNA. Im 
6 Basen umf assenden ' Intronteil bzwv Outronteil der 

10 5' SpleiSstelle der Reparatur-RNA etc. bedeutet dies 

die Schaffung einer Sequenz, welche die Folge G-U- 
(A/G) - (A/G) -G-U enthalt, die bevorziigte . Folge hier 
ist: G-U-A-A-G-U; diese Basenfolgen paart optimal 
(grosste H-Brficken-Zahl) mit der U x snRNA. Unter dem 

15- Ziel, eine optimale SpleiSstellensequenz zu erreichen 

sind Willkurliche Eingriffe im 3 Basen umfassenden 
exonischen Teil der 5' SpleiSstelle der Reparatur-RNA 
hingegen nur sehr begrenzt mSglich, da durch eine 
Basenveranderung gegenuber der authentischen SpleiS- 

20 stelle auf der gendefekten RNA keine andere Aminosaure 

codiert werden darf. Hier sind jedoch gewisse 
Variationsmoglichkeiten gegeben, da in der Regel eine 
bestimmte Aminosaure duch 2, .4 oder 6 verschiedene 
Basentripletts codiert wird. Als ein zulassiges 

25 Bei spiel einer solchen Veranderung sei die Uberfuhrung 

des Basentripletts CGG (Fig. II) durch einen 
kunstlichen Eingriff in das Basentriplett AGG (Fig. 
12) aufgefuhrt. Die neue Basenfolge AGG auf der 
Reparatur-RNA paart besser als die analoge wt-Folge 

30 CGG in der gendefekten RNA zur U x snRNA des U^riRNPs 

(Fig. II und 12) , beide codieren aber nach wie vor fur 
die gleiche Aminosaure, namlich Arginin (Arg) . 
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Die Attraktivitat der 5' SpleiSstelle auf der 
Reparatur-RNA lasst sich noch weiter erhohen, wenn die 
Anlagerung des U^snRNP an diese RNA durch zusatzliche 
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SpleiS-Hilf sproteine unterstutzt wird. Diese 
SpleiShilf sproteine sind zumeist Arginin- Serin- reiche 
Proteine (SR-Proteine) , die uber eine spezielle 
Bindungsdomane zu Purinreichen Sequenzen oder zu 
5 anderen spezielle Sequenzen innerhalb der RNA binden. 

Sehr oft liegen diese A/G-reichen Sequenzen, die als 
. „ Splice- Enhancer M fungieren, im zur SpleiSstelle 
zugehorigen Exon („Exonic-Splice-Enhancer , " = ESE) . Im 
Falle der Reparatur-RNA sollte versucht werden, durch 

10 den gent echnis chen Austausch einzelner Basen - auf der 

die RNA codierenden DNA - einen moglichst langen bzw. 
A/G-reichen Nucleotid- Stretch zu erhalten (Fig. II, 
12) ; Voraussetzung ist auch hier, dass bei 
Veranderungen der Nucleotide im Exon keine Codons fur 

15 andere Aminosauren entstehen durfen. Beispielsweise 

kann die Basenfolge GGU im Exon der authentischen wt- 
RNA durch die Basenfolge GGA in der Reparatur-RNA 
ersetzt werden (Fig. II, 12) ; hierdurch wird ein 
durchgehender, langerer A/G-Stretch erreicht, ohne 

20 dass eine Aminosaurenveranderung auftritt, denn GGU 

und GGA codieren beide fur Glycin. Im speziellen Falle 
des SpleiS-Hilf sproteins ASF/SF2, das die Bindung von 
U x snRNP unterstutzt, ist die anzustrebende RNA-Folge 
zur Bindung dieses Proteins z.B. AGAAGAAC Oder 

25 GGAAGAAC, oder andere Sequenzen, die nur A, G sowie C 

aber kein U enthalten. Die ASF/SF2 bindenden RNA- 
Regionen k6nnen anstelle im Exon aber auch im 
Intronteil/Outronteil der 5' SpleiSstelle liegen 
d^ntronic-Splice-Enhancer, * = ISE) . 

30 b) Auch die 3' Trans -Spleifistelle (s. Fig. J) auf der 
Reparatur-RNA sollte durch gentechnologische Eingriffe 
auf der die Reparatur-RNA codierenden DNA eine hohere 
Attraktivitat als die entsprechende analoge, konkur- 
rierende, unerwunschte 3' Cis-SpleiSstelle auf der 

35 gendefekten RNA aufweisen. Primarer Angrif f spunkt der 
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Attraktivitats-Steigerung ist hierbei der Poly(U/C)- 
Stretch unmittelbar vor der Folge AG am distalen Ende 
des . Introns bzw. Outrons. Gunstigerweise sind 
. durchgehende Pyrimidinstretches mit 9 oder mehr 

5 aufeinanderfolgenden U- Oder C-Basen in den 

authentischen SpleiSstellen von natflrlichen (wildtyp). 
RNAs nur sehr selten, so dass hier durch gezielte 
willkurliche, gentechnologische Uberfiihrung einzelner 
G- oder A-Basen in C- oder U-teasen im Pyrimidin- 

10 basenstrech auf der entsprechenden Reparatur-RNA (vgl. 

Fig.. Jl und J2) ein durchgehender, . langer U/C-Stretch 
von 12-18 Basen geschaf fen werden kann. Da der 
Angrif f spunkt des Poly (U/C) - Stretches primar das 
Protein U2AF 65 ist, dessen RNA-Bindungskonsensus- 

15 sequenz U 6 (U/C) CC (C/U)U 7 CC ist, sollte diese spezielle 

Sequenz uber eine willkurliche Veranderung in der 3' 
SpleiSstelle der Reparatur-RNA angestrebt werden. 
Prinzipiell ist auch eine Veranderung der Nucleotid- 
folge in der Branch-A-S telle der 3' SpleiSstelle der 

20 trans -zuspleifcenden RNA (Reparatur-RNA etc.) in 

Richtung zu einer optimalen Paarung zur U 2 snRNA des 
Spleifiproteinkoplexes U 2 snRNP moglich. Dies ware eine 
anzustrebende Nucleotidf olge : U- (A/G) -C-U- (A/G) -A- 
. (C/U) auf der transzuspleiSenden RNA innerhelb der 

25 Branch- A- Stelle (s. Fig. Jl und J2) . Die Verhaltnisse 

sind jedoch in Bezug auf die Branch-A- Stelle sehr 
komplex; zudem ist die genaue Stelle der Branch-A-Site 
auf einer pre-mRNA oft nicht experimentell bestimmt, 
sondern es wird eine solche Branch-A- Stelle dort 

30 vermutet, wenn die Branch-A- Konsensussequenz annahernd 

gegeben ist. Diverse Gene, z.B. das SV40 . T-Antigen- 
Intron, tragen zudem oberhalb des gemeinsamen Poly- 
Pyrimidinstretches gleich mehrere Branch-A- Stellen zur 
Auswahl. Willkurliche Veranderungen der Branch-A- 

35 Stelle auf der Reparatur-RNA im Vergleich zur gleichen 
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Stelle auf der gendefekten RNA sind nur bedingt 
vorzunehmen, vorteilhaf ter ist eher eine Veranderung 
des Polypyrimidinbasenstretches (s.o.). 

Die Attraktivitat auch der . 3' Spleifistelle auf der 
5 Reparatur-RNA lasst sich noch weiter erh&hen, wenn die 

Anlagerung des U2AF-Proteinkomplexes an den Polypy- 
rimidinbasenstretch der 3' SpleiSstelle dieser RNA 
ebei^falls durch zusatzliche SpleiE-Hilf sproteine 
untersttltzt wird. Diese SpleiEhilf sproteine konnen 
10 wiederum S/R-Proteine sein, die z.B. an A/G-reiche 

Secjuenzen der RNA binden. Diese A/G-reichen Sequenzen 
konnen • auch wiederum durch gentechnologische 
Veranderungen einzelner Basen im Repartur-Exon erzeugt 
werden (Fig. Jl, J2), wobei auch hier durch diese 
15 Basenanderungen keine andere Aminosaure codiert werden 

darf (s.o.) 

6.) Urn die zum gendefekten Exon hin unerwunschten Cis- 
SpleiiSreaktionen, die zur gendefekten mRNA fuhren (s. 
Fig, B) , weiter auszuschlieSen, sind diese Cis- 

20 Spleifistellen zu inaktivieren. Die Inaktivierung 

erfolgt * am besten uber eine RNA, die kunstlich 
geschaffene Antisensregionen zu diesen 5' und 3' Cis- 
SpleiBstellen aufweist, wodurch die Cis-SpleiSstellen 
blockiert und inaktiviert werden. Im einfachsten Falle 

25 enthalt die Reparatur-RNA selber diese Antisensre- 

gionen (s. Fig. C, D, E) . Die Blockierung der 
analogen, konkurrierenden unerwunschten 5' -Cis~Splei£- 
stelle mit einer 9-mer-Basenf olge auf der gendefekten 
RNA erfolgt am besten durch eine hierzu vollstandig 

30 oder uberwiegend paarende, kunstlich geschaffene 

Antisenssequenz im Outronteil der trans zuspleiSenden 
RNA (s. Fig. 13, oben) . Die Blockierung der analogen, 
konkurrierenden unerwunschten 3 ' -Cis-SpleiSstelle auf 
der gendefekten RNA wird enstsprechend durch eine 
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entsprechende Antisensstruktur zwischen der transzu- 
spleiiSenden RNA und dem Polypyrimidinbasenstretch der 
3' -Cis-Spleifcstelle erreicht (s. Fig. J3, oben) . 

Die Antisensregionen der Reparatur-RNA zur Target-RNA 
5 . erfullen somit zwei Funktionen: a) Herstellung einer 

stabilen Bindung zur Reparatur-RNA und b) Blockierung 
der unerwunschten Cis-SpleiEstellen auf der gendefek- 
ten RNA. /. 

7.) Die Antisensstrukur zwischen der . transzuspleiSenden 
10 RNA (Reparatur-RNA etc.) und der Target-RNA hat aber 

auch noch eine wesentliche dritte Funktion: Sie sorgt 
fur die erf orderliche Selektion des richtigen RNA- 
Targets, da der RNA-Transsplei£ spezifisch nur zur 
gendef ekten RNA (und speziell zum gendef ekten Exon) , 
15 nicht jedoch zu anderen RNA-Molekiilsorten der Zelle 

ablaufen soli. 

Die Wahscheinlichkeit (W) , mit welcher eine RNA- 
Nucleotidf olge bestehend aus den 4 Nucleotiden G, C, 
A, U mit einer enstprechenden Antisensf olge auf einer 

20 anderen RNA komplett paart, ist statistisch gesehen: W 

= 1 zu 4 n (n = Anzahl der Nucleotide im Basenstretch) . 
Bei einem .18 mer einer DNA ware eine vollstandige 
Paarungswahrscheinlichkeit von zwei DNA-Halften 
demnach 1 zu 4 18 = 1 zu 68.719.476.736 (68 Mrd.); wegen 

25 der noch zusatzlich moglichen RNA-Basen-Paarung: U - G 

bzw. G - U liegt die Wahrscheinlichkeit , mit der eine 
18 merige RNA-Folge mit 9 A oder C und 9 U oder G in 
Antisens irgendwo zu einer anderen RNA-Folge paart, 
jedoch darunter, namlich bei 1 zu 4 9 x 2 9 = 1 zu 

30 262.144 x 512 » 1 zu 134.217.728 (134 Mio . ) . Die 

uberschlagige Berechnung der Gesamt-Nucleotidzahl der 
Saugerzell-RNA ergibt bei ca. 25.000 verschiedenen 
pre-mRNAs und sonstigen RNAs (ribosomale RNA etc.) bei 
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einer durchschnitt lichen. pre-mRNA-Lange von 6.000 
Basen einen Gesamtweft von ca. 150 Mio. RNA- 
Nucleotiden. Die Wahrscheinlichkeit , dass eine 
speziell geschaffene 18 mer Basenfolge mit 9 A/C und 9 

5 U/G einer transzuspleifcenden RNA (Reparatur-RNA etc.) 

nicht nur zur speziellen Target -RNA (gendefekte RNA 
etc.), sondern noch zu einer anderen RNA mit einer 
identischen Antisensstruktur paart, ist also 
statistisch gesfehen 150 Mio zu 134 Mio, d.h. die 

10 Wahrscheinlichkeit liegt bei ca. 1 zu.l;bei einem 20 

mer ist der Wert also nur noch ca. 1 zu 8. 
Statistische Uberlegungen alleine sind jedoch nicht 
ausreichend: Auch hier ist mit Hilfe von geeigneten, 
erhSltlichen Computerprogrammen zu uberprufen, ob eine 

15 unerwunschte vollst^ndige Hybridisierung einer 

bestimmten 18-2 0 mer-Folge zu anderen, ungewollten 
RNA-Molekiilen auszuschlieBen ist. fells eine solche 
moglich ist, ist die zu paarende Basenfolge auf der 
Reparatur-RNA entsprechend zu modif izieren, und die 

20 Prufung erneut zu vollziehen. Es sei jedoch in diesem 

Zusammenhang angemerkt, dass eine Paarung der 
Reparatur-RNA zu einer anderen als der vorgesehenen 
Target -RNA (gendefekte RNA) nicht gleichbedeutend 
damit ist, dass diese Reparatur-RNA dann einen zu 

25 dieser RNA nicht erwunschten TransspleiS vollzieht, da 

eine RNA- RNA- Paarung alleine noch keine Gewahr fur 
einen RNA-TransspleiS darstellt; hier mussen 
insbesondere auch Bedingungen vorliegen, die einen 
TransspleiS fiber Blockierung etc. etwaiger Cis- 

30 Spleifistellen fordern (s.v.). Ob solche unerwunschten 

TransspleiSreaktionen wirfclich stattfinden, kann z.B. 
liber geeignete cDNA-PCR-Verf ahren analysiert werden 
(s. auch letzter beschriebener Anwendungsf all 3) . 



Nachdem eine DNA, die z.B. eine Reparatur-RNA codiert, 
35 hergestellt und uber geeignete Methoden in entsprechend 
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gendefekte Zellen eingebracht wurde, so dass in diesen 
Zellen permanent diese Reparatur-RNA produziert wird, ist 
im nachfolgenden Schritt die Transsplei&ef f iziens zur 
gendefekten RNA hin zu analysieren. Fur therapeutische 
5 Zwecke reicht es, wenn, je nach Anwendungs/Krankheitsfall, 
5 - 50 % intakte entsprechende mRNAs bzw. Proteine im 
Vergleich zur nicht gendefekten Zelle hergestellt werden. 

Diese Analysen erfolgen zunachst in praeklinischen Studien 
zuerst mit Zellkulturen und dann im Tierversuch. Die 

10 Zellkultur kann von einem Menschen abstammen, der einen 
monogenetischen Erbdefekt hat, der im einfachsten Fall aus 
einer einzigen Basenmutation besteht, welche dann fur ein 
. f ehlerhaf tes Protein codiert. Im angegebenen Musterbeispiel 
(s. Fig* F) konnte ein Gendefekt auf RNA-Ebene aus der 

15 Basenfolge GAGC bestehen, wohingegen die intakte wt- 
Sequenz, welche die Reparatur-RNA tragt, die Basenfolge 
GAUC umfasst. (Fig. F3) . Die Analyse der Transspleifc- 
effizienz - dem Verhaltnis von trans-gespleifiter zu cis- 
gespleiSter RNA - ist dann beispielsweise iiber eine 

20 spezifische cDNA-PCR aus der Gesamt-RNA der Zellen gefolgt 
von einer „Sequenzanalyse w der cDNA-PCR-Produkte moglich. 
Die beiden PCR-Primer wurden zunachst so gewahlt, dass 
diese im wesentlichen die cis-gespleifiten, defekten mRNA- 
Molekule (Fig, F4b) oder trans-gespleiiSten, reparierten/ 

25 intakten mRNAs (Fig, F4a) erfassen, nicht jedoch die 
entsprechenden noch nicht cis- oder transgespleiSten pre- 
mRNAs . Dies wird z.B. dadurch erreicht, dass die Primer so 
gewahlt werden, dass diese genau auf der Mitte der 
Spleifiverbindungsstelle (Splice junction) des interessie- 

30 renden Exons zu dem up-stream und dem down- stream Exon der 
ds-cDNA in der nachfolgenden PCR binden (Fig. F5a und F5b) ; 
bei einem 18-mer PCR-Primer etwa wurden je 9 Nucleotide auf 
die beiden Exonenden fallen. 
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In dieser cDNA-PCR werden also . zunachst zwei auSerlich 
nicht unterscheidbare, gleichgroSe PCR-Produkte erhalten, 
die entweder von der cis-gesplei£ten mRNA (Fig. F6b) oder 
der transgespleiSten mRNA (Fig. F6a) abstammen. 

5 

Die beiden PCR-Produkte konnen jedoch wie folgt getrennt 
und unterschieden werden: Im Reparatur-Exon sind im 
Unterschied zum gendefekten Exon ein oder mehrere 
Nucleotide verandert. Durch deii Austausch nur eines 

10. Nucleotides oder mehrerer Nucleotide ergibt sich im 
Regelfall bei der Vielzahl der bekannten Restriktionsenzyme 
automatisch eine neue cDNA-Restriktionsschnittstelle oder 
eine vorige Restriktions-schnittsstelle verschwindet . In* 
dem hier aufgezeigten exemplarischen Fall enthalt das PCR- 

15 Produkt abstammend von der transgespleiSten, reparierten 
mRNA die Sequenz GATC, welche eine Mbo I Rest rikt ions - 
enzymschnittstelle darstellt. Sofern ausschlieSlich trans- 
gespleiSte cDNA- PCR-Produkte vorliegen, wird das PCR- 
Produkt nach Mbo I Verdau also vollstandig in zwei kleinere 

20 Fragmente gespalten (Fig. F7a) . PCR-Produkte, z.B. mit der 
Sequenz GAGC, die von der cis-gesplei£ten, defekten mRNA 
abstammen, werden durch' Mbo I jedoch nicht gespalten (Fig., 
F7b) . Der Anteil der Mbo-I-gespaltenen PCR-Produkte in 
Relation zu den ungespaltenen PCR-Produkten gibt also die 

25 Effizienz der TransspleiSreaktion in der Zelle wieder. Das 
Verfahren beschreibt folglich ein vereinf achtes 
Sequenz ierungsverf ahren uber eine PCR-Restriktionsf ragment- 
analyse . 

Die Reparatur-RNA konnte im unerwunschten Falle zu anderen 
30 nicht gewunschten zellularen pre-mRNAs uber Antisens- 
strukturen annealen und eventuell dann dort auch 
TransspleiSreaktionen ausfuhren (s.o.); was aber auch nach 
Annealing eher unwahrscheinlich ist, da die Reparatur-RNA 
z.B. an dieser anderen RNA hochst wahrscheinlich keine 
35 spezifische Blockierung der 5' und 3' Cis-Spleifistellen 
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uber Antisensstrukturen in diesem Bereich durchf uhrt . Auch 
der Nachweis eventueller unerwunschter Transspleifcprodukte 
erfolgt uber eine cDNA-PCR: Nachdem zuvor uber eine 
Computeranalyse mogliche Antisens-Bindungsstellen der 

5 Reparatur-RNA zu sonstigen RNA-Molekulen der Zelle 
aufgezeigt wurden (s.v.), geschieht die Analyse mittels 
einer cDNArPCR, bei welcher ein PCR- Primer zum Exon der 
Reparatur-RNA und der andere Primer entsprechend auf dieser 
anderen zellularen RNA bzw. der abgeleiteten cDNA bindet 

10 (vgl hierzu genauer: Anwendungsf all 3 bzw. Fig. 01) . Nur 
nach erfolgtem TransspleiS mit Bildung einer chimeren mRNA 
- abstammend. aus der Repartur-RNA und einer ganz anderen 
RNA der Zelle - werden dann entsprechende cDNA-PCR-Produkte 
nachweisbar sein. 

15 Je nachdem, ob ein internes Oder ein terminales gendef ektes , 
Exon zu reparieren ist, hat die Reparatur-RJSA, bzw. die die 
RNA codierende DNA, einen unterschiedlichen Grundaufbau: 

Das zentrale Element der Reparatur-RNA ist immer das 
Reparatur-Exon, welches die richtige, korrigierte 

20 Geninformation tragt. Dieses Exon wird noch von ein oder 
zwei Intronhalften, genannt Outrons umgeben. Die 
Nucleotidsequenz der Outrons kann hierbei im wesentlichen 
der Nucleotidsequenz der entsprechenden Intronbereiche, die 
an der Grenze zum gendefekten Exon der zellularen RNA 

25 liegen, homolog sein. Basenveranderungen im Outron 
betreffen im wesentlichen nur Veranderungen in den 
Sequenzen der SpleiSstellen sowie die kunstliche Schaffung 
einer Antisensstruktur im Outron, damit die eingebrachte 
RNA hier im Outron zur gendefekten RNA paaren kann. Die 

30 Outrons enthalten den groSeren Anteil der 5' 
SpleiSsstellensequenz (bei einem hinteren (3') Outron) 
sowie alle Elemente der 3' SpleiSstelle (bei einem vorderen 
(5 # ) Outron). Uber diese SpleiSstellen, die eine hohe 
Attraktivitat fur die SpleiSproteine haben sollen, erfolgt 
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durch eine. einfache bzw. zweifache TransspleiSreaktion der 
Austausch des Reparatur-Exons mit dem. entsprechenden 
mutierten Exon der gendefekten zellularen- RNA. Aufgabe 
dieser Outrons . ist ferner . uber Antisensstrukturen im 

5 Outronbereich zur gendefekten RNA bin die spezifische 
Anbindung zwischen,. Reparatur-RNA und gendefeker RNA 
(Selektion) . Durch diese Antisens-RNA-RNA-Bindung wird 
darQber hinaus die Trans spleiSef f izienz wesentlich 
gesteigert und durch eine gleichzeitige Antisensblockierung 

10 der analogen Cis-SpleiEstellen, der unerwunschte Cis- 
SpleiS, der zu einer gendefekten RNA fiihrt, effektiv 
blockiert (s. Fig B, C, D, E). 

Die Struktur der Reparatur-RNA zur Reparatur eines 
nicht terminalen gendefekten Exons (Ubersicht s. Fig. 
C und F) hat demnach vorteilhaf terweise folgenden 
Auf bau : 

Struktur des vorderen (5') Outrons: Am 5'-Kopfende - 
also zu Beginn des vorderen Outrons - der Reparatur- 
RNA liegt eine cap-Sequenz, welche von der Zelle 
selbst erzeugt wird., Hieran schlieSt sich nach einer 
Spacerregion von n = ca. 10-50 Nucleotiden eine 
kunstlich erzeugte Nucleotidregion an, die -aus 
Selektionsgrunden - Uber eine Lange von mindestens 18 
auf einanderfolgenden Basen zur gendefekten RNA paart 
und dabei gleichzeitig die unerwunschte 3' CIS- 
SpleiSstelle der gendefekten RNA uber eine Blockierung 
des AG-Nucleotides und des Polypyrimidinbasenstretches 
inaktiviert (Fig. C und J3) . Nach einer weiteren 
Spacerregion von n = ca. 10-100 Nucleotiden (Fig. J3) 
folgt eine kunstlich erzeugte, sehr starke 3" 
SpleiSregion. Diese besteht zunachst N- terminal aus 
einer starken Branch- A- Region, welche die Sequenz U- 
(A/G)-C-U-(A/G)-A enthalt (s. Fig. J3) . Nach einer 
weiteren Spacerregion von n = ca. 10-30 Nucleotiden 
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folgt eine kunstlich erzeugte, sehr starke Poly(U/C)- 
Region mit optimal 18 hintereinander liegenden U- oder 
C-Basen, gefolgt von der RNA-Nucleotidf olge AG, die 
das Ende.der 3 ' -SpleiSstelle und des vorderen Outrons 
5 der tranzuspleiSenden RNA (Repartur-RNA etc.) 

darstellt . 

(ii) Struktur des Reparatur-Exons : Der RNA-Exonteil tragt 
fiber einen £unstlichen Eingrif f (auf der . codierenden 
DNA) die entsprechende Mutation nicht mehr, das Exon 
weist also prinzipiell die ' komplette Wild-typ- (wt) - 
Sequenz der homologen RNA auf. Das Reparaturexon kann 
jedoch, abweichend von der wt-Sequenz der homolgen 
RNA, andere Basen im Austausch enthalten, sofern 
hierdurch keine anderen Aminosauren codiert werden. 
FSrderlich und anzustreben sind uber gentechnologische 
Methoden auf Ebene der codierenden DNA erzeugte 
Sequenzen, die als sog. Exonische Splice Enhancer 
(ESE) fungieren und so die (Trans) SpleiSef f izienz 
anheben. Als solche ESE-Sequenzen dienen z.B. 
Purin(A/G) -reiche Basenfolgen, welche zu Arginin-Serin 
(SR) -reichen-SpleiShilf sproteinen (SR-Proteine) binden 
konnen. Fig. II und 12 bzw. Jl und J2 zeigt 
beispielhaft, wie durch Basenaustausch hur eines 
Nucleotides (U zu A) ein solcher durchgehender A/G- 
Stretch als ESE-Sequenz erzeugt wird, ohne dass 
hierdurch andere Aminosauren codiert werden. 

Sofern wie hier, auf das Exon ein weiteres Outron mit 
einer 5' SpleiSstelle folgt, ist ferner im exonischen 
Anteil der 5' SpleiSstelle (= letzte 3 Basen des 
30 Exons) durch Austausch von 1-2 Nucleotiden die 

Basenf olge (A/G) - (A/G) -G anzustreben, sofern hierdurch 
keine andere Aminosaure codiert wird. Die obige 
Basenfolge paart optimal zur U x snRNA des U^nRNP und 
fdrdert deshalb eine (Trans) SpleiSreakt ion. Im 
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Beispielfall der Fig. II wurde eine Base C durch einen 
gentechnologischen Eingriff durch eine Base A (s. Fig. 

12) ersetzt, ohne dass hierdurch eine andere 
Aminosaure (stets Arg) codiert wird. 

5 tiii) Struktur des hinteren, distalen (3') Outrons: Das 
nachfolgende di stale Outron beginnt zunachst mit den 6 
intronischen Nucleotiden der 5' SpleiSstelle. Hier ist 
durch einen gentechnologischen Eingriff auf , der ^ 
codierenden DNA die RNA-Nucleotidf olge G-U-A-A-G-U 

10 . anzustreben (vgl. Fig II. und 12) f die optimal zur 

E^snRNA des U x snRNP paart, wbdurch eine hohe 
(Trans) SpleiSef f izienz ereicht wird. Da die Basen des 
Outrons keine Aminosauren codieren, sind hier alle 
willkurlichen Basenveranderungen im Vergleich zur 

15 Basenfolge des homologen Introns der gendefekten RNA 

m6glich (vgl. Fig II und 12). An die 5' SpleiSstelle 
schlieSt sich nach einer Spacerregion von n = ca. 10- 
100 Nucleotiden eine kunstlich erzeugte Anitisens- 
Region an, die - aus Selektionsgrunden - uber eine 

20 Lange von mindestens 18, auf einanderf olgenden Basen zur 

gendefekten RNA paart und dabei gleichzeitig die 
unerwunschte 5' SpleiSstelle der gendefekten RNA uber 
eine RNA-Antisensblockierung inakt.iviert (Fig. C und 

13) • An diese Antisensregion schlieEt nach einer 
25 weiteren Spacerregion von n = ca. 10-50 Nucleotiden 

eine Polyadenylierungsstelle an. Die codierende DNA 
tragt hier die Erkennungsregionen zur Polyadenyl- 
ienmg, z.B. aus dem SV40 Early Gen, welche aus einer 
Sequenz AATAAA upstream zur Poly-A-Schnittstelle und 
30 einer GT-reichen Sequenz downstream der Poly-A- 

Schnittstelle besteht (s. Fig Fl) . 

B) Die Struktur der Reparatur-RNA zur Reparatur eines 
nicht internen, N- terminal en codierenden, gendefekten 
Exons (s. Fig. D) besteht aus einem Reparaturexon 
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gefolgt von einem Outron. Das Reparaturexon codiert - 
.homolog dem gendefekten Exon - nur im hinteren Bereich 
fur Aminosauren, d.h. es enthalt das Translations - 
startcodon AUG. Fur die Feinstruktur dieser beiden 

5 . RNA-Elemente Exon und Outron gelten die vorherigen 

Ausfuhrungen wie unter (ii) und (iii) beschrieben. Da 
die Reparatur-RNA nur eine SpleiSstelle enthalt, 
erfolgt hier nur eine .einf ache . (statt zweifache) 
TransspleiEreaktion hin zur ' gendefekten homologen 

10 zellularen RNA. . 

C) Die Reparatur-RNA zur ^ Reparatur eines C-terminalen 
codierenden, gendefekten Exons (s. Fig. E) besteht 
umgekehrt aus einem vorderen Outron gefolgt von dem 
Reparaturexon. Fur die Feinstruktur dieser beiden RNA- 

15 Elemente gelten ebenfalls die vorherigen Ausfuhrungen 

unter . (i) und (ii) mit der Ausnahme, dass das 
Reparaturexon entsprechend am hinteren Ende keine 
Nucleotide einer 5' SpleiSstelle enthalt. Das 
Reparaturexon codiert - homolog dem gendefekten Exon - 

20 nur im vorderen Bereich fur Aminosauren, d.h. es 

enthalt einen Translationsstopcodon wie UAG etc. Das 
Reparturexon bzw. die, hierzu codierende DNA enthalt 
ferner am distalen Ende eine Erkennungsregion zur 
Polyadenylierung, wie dies unter (iii) ausgefuhrt ist 

25 (vgl. ahnl. Fig HI und H2) . 

D) Neben dem Fall, dass das Reparaturexon nur ein 
authentisches, gendefektes Exon ersetzen muss, ist 
jedoch auch noch der Fall denkbar, dass . die zu 
reparierende , zellulare RNA in mehreren Exonen 

30 gendefekt ist. Sofern etwa zwei benachbarte Exone 

einer RNA je einen Gendefekt haben, k6nnte das 
Reparaturexon entsprechend aus einem einzigen neuen 
Exon bestehen, welches die beiden Geninf ormationen 
dieser beiden Exone enthalt. Die das Reparaturexon 
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codierende DNA leitet sich also aus der cDNA der mRNA 
nur aus diesen beiden Exonen ab. Das cDNA-abgeleitete 
Reparaturexon enthalt dann wiederum ebenfalls zwei 
TransspleiSstellen respektive . ein proximales und ein 
5 distales Outron, Oder nur eine TransspleiSstelle 

respektive nur ein proximales oder distales Outron. 

Ein besonderer Fall, der auch den Einsatz eines 
^olchen cDNA-Reparaturexons . begrunden wurde, liegt 
dann yor, wenn ein einziges Exon mutiert ist, das im 

10 vorderen oder hihteren Bereich der gendef ekten RNA 

liegt, ohne das erste bzwl letzte codierende Exon zu 
sein. Im ersteren Fall konnte das entsprechende 
mutierte Exon der zellularen RNA z.B. das zweite 
codierende Exon sein (vgl. Fig. G) ; das entsprechende 

15 cDNA- Reparaturexon enthalt dann die cDNA aus dem 

erst en und zweiten Exon, Nach dem cDNA-Exon folgt ein 
Outron mit einer 5' (Trans) SpleiSstelle . Durch diese 
Konstruktion uber eine cDNA im Reparaturexon wird 
quasi ein kunstliches N-terminales Exon geschaffen (s. 

20 Fig. D) , es wird also nur ein einfacher TransspleiE 

(anstelle eines zweifachen TransspleiSes) zur RNA- 
Reparatur notwendig. Dies bedeutet eine weitere 
Steigerung der Ausbeute an reparierten RNA-Molekulen, 
die naheliegend hSher ist, wenn anstelle einer 

25 zweifachen (ublicher Fall bei der Reparatur eines 

internen Exons) nur eine einfache TransspleiSreaktion 
zur Erzeugung einer intakten RNA notwendig ist. Der 
TransspleiS erfolgt hierbei zu demjenigen Exon der 
zellularen RNA, welches dem letzten Exon innnerhalb 

30 des cDNA-Exons der Reparatur-RNA folgt. 

Der umgekehrte Fall gilt analog auch fur einen 
Gendef ekt etwa im zweit-letzten codierenden Exon (s. 
Fig. H) ; hier enthalt das cDNA- Reparaturexon die 
zusammengef asste Geninf ormation aus dem vorletzten und 
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letzten Exon. Upstream dieses cDNA-Exons liegt ein 
Outron, das alle Elemente einer 3' Spleifcstelle 
enthalt. Der singulare TransspleiS findet also in 
diesem Fall zwischen dem vor-vor-letzten Exon der 

5 zellularen RNA und dem cDNA-Exon, welches mit dem 

vorletzten Exon beginnt, statt . Aufgrund des nur 
singularen TransspleiSes ist auch hier mit einer 
Erhohung der Ausbeute an intakten reparierten 
zelullaren RNAs im Vergleich zu einem* ansonsten 

10 zweifachen TransspleiS zu rechrien.. 

. Eine. Fortfuhrung der Beispiele aus Fig. G oder H ware, 
wenn da^ cDNA-Reparatur-Exon (fast) die gesamte mRNA- 
Information (und nicht nur einen kleineren Bereich) 
enthielte. Dieser Fall ist auch prinzipiell fur eine 

15 RNA-Reparatur denkbar: In einer Aus fuhrungs form A 

enthalt das N-terminale Reparaturexon dann die cDNA- 
Folge aus der mRNA der codierenden Exone 1 bis N-l 
(vor-letztes Exon) , der singulare TransspleiS erfolgt 
zum nicht gendefekten letzten Exon N der zellularen 

20 RNA. In einer alternativen Aus fuhrungs form B enthalt 

das C-terminale Reparaturexon dann die cDNA-Folge aus 
der mRNA der codierenden Exone 2 bis N (letztes Exon) , 
der singulare TransspleiS erfolgt . zum nicht 
gendefekten ersten Exon 1 der zellularen RNA. Der 

25 Vorteil einer nur singularen TransspleiSreaktion wird 

jedoch durch eine langere erforderliche DNA (s.u.) zur 
Erzeugung dieser langen Reparatur-RNA zumindest 
teilweise kompensiert. 

Die Vorteile der Verwendung einer TransspleiS-Reparatur-RNA 
30 unter Ausnutzung der naturlichen zellularen SpleiSproteine 
gegenuber dem herkommlichen gentechnologischem Ersatz des 
kompletten Genes sind: 



WO 03/016537 



PCT/EP02/09082 



Bei einer Reparatur wird prinzipiell nur der defekte Teil 
ersetzt, wahrend die nicht defekten Teile erhalten bleiben. 
Eine Reparatur ist also okonomisch gunstiger als ein 
vollstandiger Ersatz, dies gilt nicht nur fur hochwertige 

5 . technische Gerate etc. sondern im medizinischen Bereich 
prinzipiell auch bei Reparaturen auf Organebene odeir 
zellularer Ebene . Wegweisend . fur die hier vorgestellte 
Technologie ist, dass ein defektes Gen nicht mehr komplett 
durch ein in di£ Zellen zu schleusendes artif izielles 

10 Genprodukt. (da u.a. auf cDNA-Ebene) ersetzt wird, wie bei. 
der herk6mmlichen somatischen DNA-Gentherapie . Das defekte 
Gen bleibt vielmehr funktionell erhalten und wird nur an 
seiner: defekten Stelle, quasi uber ein mikrochirurgisches 
Verfahren repariert. Dieses Verfahren beinhaltet das 

15 Einbringen einer DNA mit speziellen Anf orderungen (als 
Erzeugnis) , die eine RNA codiert, welche uber einen RNA- 
TransspleilS das defekte Gen speziell nur in seinem defekten 
Exon-Anteii (bzw. Exonanteilen) auf der Stufe der Gen- 
Abschrift, also der RNA repariert. 

20 Aufgrund der weiteren Nutzung des defekten Genes bleiben 
auch dessen regulatorische Sequenzen erhalten, die cDNA- 
Gen-Konstrukte aus einer herkommlichen Gentherapie nicht 
innehaben. Zu erwahnen sind hier vor allem die 
Intronbereiche, welche beim naturlichen Gen alternative 

25 SpleiSmoglichkeiten zulassen, wobei das Verhaltnis der 
mRNA-SpleiSprodukte untereinander auch wiederura durch 
regulatorische Sequenzen innerhalb der Intronbereiche 
selber geregelt wird. Diese Intronbereiche des naturlichen 
Genes sowie andere Bereiche, die oft weit entfernt etwa vom 

30 Promotor liegen, konnen zudem regulatorische Sequenzen 
besitzen, die eine dif f erenzierte RNA- Expression im 
zellular physiologischen Kontext gestatten, die jedoch bei 
cDNA-Gen-Ersatz-Konstrukten fehlen. 
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Neben der Auf rechterhaltung der naturlichen Genregulation 
bei einer Beibelassung des defekten Genes und nur einer 
Reparatur des defekten Genanteiles hat die hier beschrie- 
bene Technologie gegenflber herkommlichen gentherapeutischen 

5 DNA-Verfahren noch einen weiteren Vorteil: Die DNAs, welche 
die Reparatur -RNAs mit nur einem Exon und zwei endstandigen 
Outrons codieren, konnen recht klein bleiben: ca. 300 bis 
500 Nucleotide Lange inklusive Polyadenylierungss telle 
zuzuglich der GroEe des Promoters (ca. 300-500 Nucleotide). 

10 Diese . DNAs , die eine Reparatur-RNA codieren, sind damit 
wesentlich kurzer selbst als eine komprimierte cDNA eines 
Genes (ca. 1,5 - 2,5 kb Lange), was die Moglichkeiten bzw. 
Effizienzen des Gentransfers in die Saugerzellen stark 
erhoht. Als Beispiele seien genannt der Gentransfer uber 

15 Adenovirus assoziierte Viren (AAV) , die bevorzugt eher 
kurze Transgene aufnehmen, sowie auch Moglichkeiten des 
direkten Gentransfers ohne die Zuhilf enahme viraler 
Vektoren (z.B. uber elektrische Felder etc.): Insbesondere 
die letzteren Verfahren sind nur effizient bei kleineren, 

20 in die Zellen zu bringenden Partikeln, also bei relativ 
kurzen DNAs ...... 

Ein prinzipiell anderes Einsatzgebiet von cDNA-Exonen 
(s'.o.) aus einer eingebrachten RNA in TransspleiBreaktionen 
liegt jedoch vor, wenn hieruber nicht eine Genreparatur 

25 uber ein homologe, intakte RNA durchgefuhrt werden soil. 
Das transzuspleiSende Exon kann demnach. auch Gensequenzen 
aufweisen, die aus vollig anderen Genen der Saugerzelle 
oder aus Genen von niederen Lebewesen abstainmen oder gar 
viralen Ursprunges sind. Ein konkreter Anwendungsf all 

30 hierzu ware, dass das nach TransspleiS entstaridene Hybrid- 
mRNA-Produkt, bzw. das hieraus entstandene Protein, 
irgendwelche neue Aufgaben in der Zelle ilbernimmt . Die 
potentiellen Mdglichkeiten des Einsatzes der 
TransspleiStechnologie zur Schaffung derartiger, nicht 

35 naturlich vorkommender Hybridproteine, die eventuell zur 
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Ldsung bestimmter Aufgaben dienen konnen, sind noch nicht 
ubersehbar. Als Beispielfall (Anwendungsf all 2 der 
Erf indung) konnen nach einem derartigen RNA-TransspleiS 
funktionelle Proteine codiert werden, die z.B. spezifisch 
5 die Abtotung von Tumorzellen bewirken. 

Die spezifische Abtotung oder Eliminierung von Tumorzellen 
ohne Normalzellen zu sehr zu schadigen, ist ein noch nicht 
zufriedenstellend geldstes. Problem. Eine chirurgische 
Tumorentfernung gilt nur bei noch nicht ausgebildeten 

10 Metastasen als' moglicherweise erfolgreich. Ansonsten oder 
bei inoperablen Tumoren (z.B. Hirntumore) sind zur, Zeit nur 
eine Strahlentherapie oder eine Chemotherapie gangige 
Anwendungsverfahren. Beide Verfahren schadigen auch 
Normalzellen, bei der Chemotherapie werden insbesondere 

15 alle schneli-teilenden Zellen abgetotet, das sind neben 
Tumorzellen vor allem Blutstammzellen etc., so dass nach 
einer Hochdosis- Chemotherapie in der Regel eine Spende von 
Knochenmark mit neuen Blutstammzellen usw. erforderlich 
ist. Erfolgversprechende Alternativen etwa zur Chemothera- 

20 pie sind wiederum gentechnologische Methoden. Vom Losungs- 
ansatz her gibt es hier drei Prinzipiem A) Beseitigung des 
tumorauslosenden Gendefektes, B) Ausschaltung von aktiven 
Onkogenen, C) Selektive Abtotung der Tumorzellen. Zu A) 
Insbesondere die bei Tumorerkrankungen sehr haufigen 

25 Gendefekte im p53-Gen werden durch Einschleusen eines 
intakten p53-Gens kurativ kompensiert; hier ist, wie 
ublich, das eingebrachte p53-Gen aber wiederum die cDNA 
dieses Genes mit den zuvor beschriebenen Nachteilen einer 
komprimierten cDNA. Auch bei diesen Tumorursachen bietet 

30 eine gezielte TransspleiS-Reparatur etwa nur des 
gendefekten Exons mittels einer spezifischen Reparatur-RNA 
entsprechende Vorteile (s.v.). Zu B) Bei der Ausschaltung 
aktiver Onkogene gibt es verschiedene Moglichkeiten, wie 
eine Blockierung der entsprechenden Promotoren oder eine 

35 Inaktivierung/Eliminierung der gebildeten Onkogen-RNAs . Zu 
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C) Der dritte, eliminierende Absatz zielt hingegen darauf 
ab, Tumorzellen gezielt abzutoten, ohne Normalzellen dabei 
in Mitleidenschaft zu Ziehen. Wegen dieser Randbedingung 
ist dieser Ansatz gentechnologisch nur schwierig zu losen. 

5 Im folgenden Anwendungsf all 2 der vorgestellten Erfindung 
wird eine Problemlosung vorgestellt, welche wiederum auf 
der Ausnutzung der RNA-Transsplei£kapazitat aller 
Saugerzellen (Normalzellen und Tumorzellen) basiert und bei 
"toelcher die eingebrachte transzuspleiSende RNA> wie im 

10 . Anwendungsfall 1 beschrieben, aus einem Outron und einem 
Exon besteht, wobei , das Exon wiederum selektiv 
transgespleiiSt wird. 

Tumorzellen unterscheiden. sich von Normalzellen dadurch, 
dass diese bestimmte Proteine ausbilden, die zum bosartigen 

15 Zellwachstum fuhren. Diese Proteine werden demzufolge von 
bestimmten RNAs in der Zelle codiert, welche entsprechend 
nur in Tumorzellen, nicht aber in Normalzellen vorliegen. 
Als Beispiele seien hier genannt die RNAs der Onkogene Ras # 
Myc usw., sowie z.B. die RNA des alpha- Fetoproteins (AFP) 

20 (erhohte Gehalte im Hepatocellularem Karzinom) Oder die RNA 
des Carcino-embryonischen Antigens (CEA) (erhohte 
Konzentrationen in Lebermetastasen) . 

Im Nachf olgenden wird ein Verfahren vorgestellt, wie diese 
nur in den Tumorzellen vorkommenden RNAs letztlich zum 

25 selektiven Zelltod der Tumorzellen fuhren, ohne dass die 
Normalzellen, die jene RNAs nicht ausbilden, hierbei 
geschadigt werden. Das Verfahren beruht im Prinzip darauf, 
in alle Zellen (da eine. Selektion zwischen Tumorzellen und 
Normalzellen nicht moglich ist) eine DNA einzubringen, die 

30 eine RNA ' eines Proteins , codiert, welches direkt oder 
indirekt zum Zelltod fuhrt. Wesentlich ist jedoch, dass 
diese eingebrachten Zelltod-RNAs kunstlich verkurzt sind, 
aus welchen noch kein funktionsf ahiges Zelltodprotein 
entstehen kann. Nur wenn also diese unvollst&ndigen 
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Zelltod-RNAs erganzt bzw. verlangert werden,. kommt es zum 
Tod der Zelle. Als Mittel zur Erganzung dient hierbei 
wiederum eine tumorspezif ische RNA (AFP, CEA etc.), die 
Erganzung selbst erfolgt uber einen RNA- 

5 TransspleiSmechanismus unter Ausnutzung . der ublichen 
. SpleiSproteine etc. der Saugerzelle. Die Selektivitat zur 
Tumorzellen-spezif ischen RNA wird hierbei, wie zuvor 
beschrieben, uber entsprechende, kunstlich geschaffene 
Antisensstrukturen auf der unvollst^ndigen Ztelltod-pre-mRNA 

10 erreicht. Die nach Trans spleilS- Erg&nzung erhaltene 
vollstandige Zelltod-mRNA codiert dann fur das 
entsprechende Zelltodprotein, das auf direktem Wege oder 
indirektem Wege selektiv zum Tod der Tumorzellen fuhrt. 

Als direkte oder indirekte „Zelltodproteine u kommen hierbei 
15 prinzipiell in Frage: a) direkte Toxine, die zum Absterben 
der Zellen fuhren (z.B, das Diphtherie- Toxin etc.), b) 
Proteine, die einen Zelltod uber einen Apoptose- 
Kaskadenmechanismus auslosen (z.B. Caspase 8) und c) 
Enzyme, die in den Stoffwechsel der Zelle eingreifen, und 
20 bei Vorliegen eines betreffenden Substrates (als 
„Medikament" extern zufiihrbar) das spezifische Substrat so 
verwenden, dass dadurch letztlich der Zelltod ausgelSst 
wird. 

Im letzten, obigen Fall kann das Zelltodprotein 
25 beispielsweise das virale Enzym HSV-Thymidin- Kinase (HSV- 
TK) sein, welches zunachst untoxisches Ganciclovir 
(Diazothymidin) , das als „Medikament* zugefuhrt wird,. 
phosphoryliert . Nur HSV-TK, nicht . jedoch die normale 
Thymidinkinase der Saugerzelle kann Ganciclovir in das 
30 aktive phosphorylierte Deriyat umsetzen. Das 
phosphorylierte Ganciclovir wird dann bei der Replikation 
der Gesamt-DNA der Tumorzelle in die replizierte DNA-Kette 
eingebaut; dort fuhrt es jedoch wegen der Diazogruppe zum 
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Kettenabbruch, was die Einstellung der DNA-Replikation und 
damit den Zelltod der Tumor zelle bedeutet (s. Fig. M4) . 

Die Unvollstandigkeit der Zelltbd-pre-mRNA kann uber 
verschiedene Wege erreicht werden, z.B. indem diese RNA 
5 infolge. einer . fehlenden Poly-A-Erkennungsregion nicht 
polyadenliert werden kann, und deshalb u.a. sofort abgebaut 
wird bevor es zur Proteinbiosynthese (Translation) kommt. 
Die Unvollstandigkeit der Zelltod-pre-mRNA beruht in der 
hier naher ausgefuhrten Form darin, dass diese RNA zwar die 

10 Codons der Aminosauren 2 bis zur letzten Aminosaure des 
Zelltodproteines tragt, die erste Aminosaure (Met) und 
damit insbesondere der Translations-Startcodon AUG zur 
Synthese des funktionellen Zelltodproteins fehlt jedoch auf 
dieser RNA. Dieses Startcodon AUG wird uber einen 

15 spezifischen RNA- Trans spleiS von einer entsprechenden 
Tumorzellen-spezif ischen pre-mRNA bezogen. Der RNA- 
TransspleiS vollzieht sich dabei zwischen einer 3' 
SpleiSstelle upstream des Codonstranges ab Aminosaure 2 des 
Zelltodproteins auf der unvollstandigen Zelltod-pre-mRNA 

20 und der 5' SpleiSstelle am Ende des ersten codierenden 
Exons auf der Tumorzellspezif ischen RNA, welches den 
Startcon AUG trSgt (s. Fig. K3) . 

Die erforderliche Spezifitat zu dieser SpleiSstelle auf der 
Tumorzellen-spezif ischen-pre-mRNA (z.B. AFP-RNA) wird 

25 dadurch erreicht, dass die trans zuspleiSende Zelltod-pre- 
mRNA in ihrem Outronanteil oberhalb ihrer 3' SpleiSstelle 
(d.h. oberhalb der Poly/-U/C-Region bzw. der Branch-A- 
Region) eine Folge von 18 oder mehr Nucleotiden tragt,. die 
in Antisens spezifisch zur Tumorzellen-pre-mRNA (nicht 

30 jedoch zu anderen zellularen pre-mRNAs) paart. 
Gunstigerweise liegt die betreffende Antisens-Hybridisie- 
rungsregion im Bereich der 3 ' SpleiSstelle des codierenden 
Exons 2 der Tumorzell-pre-mRNA, sodass hierduch diese 3' 
Cis-SpleiSstelle blockiert wird, womit keine mogliche Cis- 
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Spleifereaktion zwischen Exon 1 und Exon 2 der Tumorzell- 
pre-mRNA mehr stattf indet # . sondern nur die gewunschte 
Trans-Splei&reaktion zur konkurrierenden 3' SpleiSstelle 
auf der Zelltod-pre-mRNA (s.Fig. Ml, K3) . 

5 Nach dem TransspleiiS wird dann eine Hybrid-mRNA (abstaramend 
aus 2 Gensequenzen) erhalten (s. Fig. K4, M2) . Diese 
enthalt nun das translatierbare erste Exon aus der 
Tumorzellen-spezif ischen pre-mRNA (z.B. der AFP-RNA) - upd 
damit den Startcodon AUG zur Proteinsynthese - sowie das 

10 Exon aus der unvollstandigen Zelltod-pre-mRNA,, welches 
abgeleitet aus einer cDNA die , Codon-Sequenzen der 
Aminosaure Nr. 2 bis zu let z ten Aminosaure des 
Zelltodproteins (z.B. des HSV-TK-Proteins) tragt. 

Die trans spleiSbare unvollstandige Zelltod-pre-mRNA besteht 
15 in ihrer Grundstrukur demnach - wie schon zur Beschreibung 
im Anwendungsfall 1 zur Reparatur-RNA prinzipiell 
ausgefuhrt aus einem distalen Exon und einem vorderen 
Outron und enthalt folglich nur eine Spleifistelle in Form 
einer 3' SpleiSstelle. 

20 Die wesentlichen Strukturelemente der unvollstandigen 
Zelltod-pre-mRNA sind hier ein codierendes Exon, welches - 
abgeleitet von einer cDNA - ' die Aminosaure 2 bis zur 
letzten Aminosaure des Zelltodproteins und distal davon die 
Erkennungsregion zur Polyadenylierung der RNA enthalt; d.h. 

25 die codierende DNA beinhaltet die Folge AATAAA upstream und 
eine GT-reiche Sequenz downstream (z.B. aus SV 40) der RNA- 
Polyadenylierungsstelle. Sofern hierdurch keine anderen 
Aminosauren codiert werden, konnen durch Basenaustausch 
einzelner Nucleotide durch gentechnologische Methoden 

30 wiederum z.B. A/G-reiche oder andere spezielle Regionen im 
Exon geschaffen werden, die uber Bindung von S/R-Proteinen 
etc. als SpleiSenhancer (ESE) dienen (vgl. Fig. J). 
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Das proximale Outron enthalt insbesondere eine hochaktive 
3' Spleifistelle, die eine . Folge von 15-18 U/C-Basen 
unmittelbar upstream des Dinucleotides AG umfasst, sowie 
upstream des Polypryrimidinbasenstretches eine starke 

5 Branch- A- Region, welche die Nucleotidf olge U- (A/G) -C-U- 
(A/G) -A enthalt. Im Outron, oberhalb der Branch-A-Region 
f indet sich zudem eine Folge von - aus Grunden der 
Selektionsspezif itat (s.v., Anwendungsf all 1) - mindestens 
18 Nucleotiden, die in 4 Antisens zu einer bestimmten . 

10 tumorspezif ischen pre-mRNA als TransspleiSpartner paaren. 
, Durch die Antisenshybridisierung ist insbesondere eine 
Blockierung der 3' SpleiSs telle (in deren 
Polypyrimidinbasenstretch) vor dem zweiten codierenden Exon 
der tumorzellspezif ischen RNA anzustreben. Die 

15 Antisenspaarung und damit der stabile Kontakt zwischen den 
beiden tranzuspleifienden RNA-Molekulen erhoht zudem die 
TranssspleiEeff iziens wesentlich. 

Damit eine hohe zellulare Konzentration der unvollstandigen 
Zelltod-pre-mRNA und damit eine hohe TransspleiSeff iziens 
20 erreicht wird, soil die die RNA codierende DNA einen 
starken Promotor (Fig, Kl) f wie z.B. aus SV40, tragen. 
Weiterhin soli diese codierende DNA einen starken 
Replikat ions -Origin (z.B. auch aus SV40) aufweisen, damit 
sich die DNA in den Zellen selbstandig replizieren kann. 

25 . Im speziellen Fall des Einsatzes einer unvollstandigen 
Zelltod-RNA zxom selektiven Abtoten von Tumorzellen sollte 
diese Zelltod-pre-mRNA im Exon und im Outron jedoch uber 
die obigen Strukturelemente hinaus noch weitere 
Strukturelemente aufweisen, die bestimmte Funktionen 

30 erfullen. 

i) Das codierende Exon 1 der tumorzellenspezif ischen RNA 
enthalt den benotigten Startcodon AUG sowie in der 
Regel in Folge daran bis zum SpleiSstellenende des 
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Exons noch die Codons fur weitere Aminosauren, wie 
dies beispielhaft in Fig. .M angegeben ist; bei der 
AFP-RNA etwa codiert das Exon 1 fur 2 8 Aminosauren, 
die letzte ist Isoleucin (s. Fig. Ml). Diese 

5 Aminosaurenfolge aus dem Exon 1 einer tumor - 

zellenspezifischen RNA ist also Bestandteil der 
transgespleifiten Hybrid-RNA und damit auch des Hybrid- 
Proteins und konnte deshalb unter Umstanden die 
> Funktion des Zelltodproteins beeintrachtigen. Sofern 

10 solches durch entsprechende Experimente nachgewiesen 

wurde, imissen geeignete L6sungswege zur Beseitigung 
dieser storenden Aminosauren ergriffen werden. Eine 
praktikable Moglichkeit besteht darin, den storenden 
Peptid-Anteil aus dem tumorzellenspezif ischen Protein 

15 im Hybridprotein nach Synthese des Hybridproteins 

abzuspalten. Dies geschieht dadurch, indem durch einen 
gentechnologischen Eingriff auf der unvollstandigen 
Zelltod-pre-mKNA bzw. der diese RNA codierenden DNA im 
Exonbereich direkt oberhalb der Nucleotidf olge, die ab 

20 Aminosaure Nr. 2 des Zelltodproteins codiert, eine 

Folge von ca. 15 bis 45 Nucleotiden eingebaut werden, 
die fur eine Peptidf olge von 5 bis 15 Aminosauren 
codieren, welche durch bestimmte zellulare, stets 
vorhandene Proteasen gespalten werden konnen 

25 ( Protease -Erkennungs region, s. Fig. Kl bis K4) . 

Nach Fertigstellung des Hybridproteins wird dieses 
dann durch eine spezifische zellulare Protease in der 
Protease -Erkennungsregion gespalten und es entsteht 
dann das fertige Zelltodprotein, beginnend ab 

30 Aminosaure 2 (die Aminosaure 1, also ein Methionin 

f ehlt lediglich) , welches upstream dieser Aminosaure 2 
noch einige wenige Aminoscluren aus der gespaltenen, 
kunstlichen Protease -Erkennungsregion tragt, die aber 
die Zelltod- Funktion des Zelltod-Proteins nicht 

35 beeintrachtigen sollten (s. Fig. K8, M3) . 
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ii) Wie oben beschrieben, enthalt die transgespleifete RNA 
das Translationsstartcodon AUG aus dem codierenden 
Exon 1 der tumorzellspezif ischen RNA. Dieses 

5 Startcodon muss jedoch nun nicht unbedingt nach einem 

RNA-TransspleiS mit dem Leserahmen der Nucleotide der 
Aminosauren des Zelltodproteins ubereinstimmen. Sofern 
dies nicht der Fall ist, mups ein Shift des 
Leserahmens durch ein Einfugen von 1 bder 2 

10 Nucleotiden ustream des Codons der zweiten Aminosaure 

des Zelltodproteins und der Proteaserkennungsregion 
erfolgen. Diese 1 oder 2 zusatzlichen Nucleotide 
bilden also eine Frameschift -Region bzw. einen 
Reading-Frame-Linker und liegen direkt upstream der 

15 Proteaseerkennungsregion direkt am vorderen Ende des 

Exons (s. Fig. Kl bis K5) . Die 1-2-Basen-Frameshif t- 
Sequenz muss zudem so gewahlt sein, dass in 
Kombination mit den zum Codon uberzahligen 1 oder 2 
Nucleotiden der 5' Spleifistelle der Tumorzellen-RNA 

20 hierdurch keine Translations termination . (Folge UAG 

etc . ) entsteht ; zudem sollte durch das neue 
Basentriplett eine einfache Aminosaure (Gly, Ala) 
codiert werden (Fig. M2) . Im angegebenen Beispiel aus 
der Fig. Ml liegt der Startcodon AUG im Exon 1 der 

25 AFP-RNA, als Beipiel einer Tumorzellen spezifischen 

RNA so, dass der exonische Anteil der 5' SpleiSstelle 
nicht mit einem kompletten Codon-Triplett abschlieSt . 
Es bleibt hier ein einzelnes Nucleotid (hier ein G) 
ubrig, welches zur Auf rechterhaltung des Leserahmens 

30 durch 2 weitere Nucleotide (hier CU) im Exonanteil der 

3' SpleiSstelle der transzuspleifienden Zelltod-RNA 
erganzt werden muS (s. Fig. Ml, M2) . 

iii) Eine letzte wesentliche Voraussetzung an die 
unvollstandige Zelltod-pre-mRNA ist, dass diese fur 
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sich alleine, d.h. ohne TransspleiiSreaktion zu eiher 
tumorzellspezif ischen RNA, nicht ftir ein N- terminal 
verkilrztes Protein codiert, was dennoch auch noch den 
Zelltod auslosen konnte. Die unvollstandige 

5 Zelltodprotein-RNA hat zwar ' nicht mehr das 

authentische AUG zum Tanslationsstart und zur Synthese 
der ersten Aminosaure (Methionin) des Zelltodproteins, 
jedoch mit hoher Wahrscheinlichkeit weitere Codons 
AUG/ die downstream des Codons AUG fur die erste 

10 Aminosaure Methionin liegen. Diese nachf olgenden AUG- 

Codons auf dieser Zelltod-RNA konnen dann theoretisch 
ebenfalls als Translationsstart genommen werden. 
Sofern ein AUG-Codon auSerhalb. des Readingf rames: des 
Zelltodproteins als Translationsstart genommen wird, 

15 entsteht ein Nonsens- Protein, welches inaktiv ist. 

Sofern jedoch ein AUG-Codon downstream des 
urprunglichen AUG fur Met 1 im Leserahmen des Zelltod- 
proteins als Translationsstart verwendet wird, 
entsteht ein N- terminal verkurztes Zelltodprotein. 

20 Dieses konnte unter Umstanden noch voll aktiv sein, 

sofern der N-terminal fehlende Aminosauren-Anteil fur 
die Zelltod- Funkt ion unerheblich ist. Dieses ist in 
praklinischen Zellexperimenten entsprechend zu prufen. 
Bei einer Bestatigung dieser Annahme muss die 

25 unvollstandige Zelltod-pre-mRNA dann so geschaffen 

sein, dass eine Verwendung des AUG, codierend fur das 
zweite Met (vgl. Fig. L2) als Translationsstart 
ausges chlos sen wird. Dies wird, wie hier in einem 
Ausfuhrungsbei spiel angegeben, einfach dadurch 

30 erreicht, dass oberhalb dieses AUG (fur Met 2) ein 

anderes AUG eingefugt wird, welches bei der nicht - 
trans-gespleiSten pre-mRNA als AUG- Translations - 
Startcodon dient, so dass die Benutzung des AUG fiir 
das zweite Methionin als Translationsstart des 

35 Zelltodproteins unmoglich wird. Dieses AUG- Startcodon 
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liegt - bedingt durch einen gentechnischen Eingriff - 
im vorderen Outron oberhalb der der 3' SpleiSstelle 
der Zelltod-pre-mRNA (Fig, L2) ; zudem sollte dieses 
AUG-Startcodon aufeerhalb des Leserahmens des AUG fur 

5 das 2. Met des Zelltodproteins liegen. In diesem Fall 

wird aus der nicht-transgespleiSten Zelltod-pre-mRNA 
nach dem Translationsstart aus diesem vorderen AUG- 
Startcodon ein unschadliches Nonsenseprotein gebildet 
(Fig. L9) , wodurch eine Benutzung des Translations - 

10 startcodons AUG fur das 2. Met des Zelltodproteins 

ausgeschlossen wird. Das Terminations signal (UAG) 
dieses Nonsensproteiris liegt im vorderen Exonteil, 
hinter dem AUG-Codon fur das 2. Methionin des 
Zelltodproteins (s. Fig. L2) . 

15 In Zellkulturversuchen ist auch hier, wie im Anwendungsf all 
1 bei der Reparatur-RNA beschrieben, dann nach Einbringung 
dieser Zelltod-pre-mRNA zu uberprufen, mit welcher 
Effiziens der gewiinschte RNA-TransspleiS zwischen der 
tumorzellspezif ischen RNA und der unvollstandigen Zelltod- 

20 pre-mRNA ablauft, und ob die gebildete Hybrid-mRNA dann 
letztlich den Tod dieser Tumorzellen auslost. Die Menge an 
gebildeter Hybrid-RNA, und damit die Effiziens der 
Transspleifireaktion, kann uber eine einfache cDNA-PCR 
nachgeweisen werden. Durch Auswahl entsprechender 2 Primer, 

25 die zum einem zum Exon 1 der Tumorzellen- spezif ischen-RNA 
und zum anderen zum Exon der unvollstandigen Zelltod-RNA 
binden, werden in der nachfolgenden cDNA-PCR nur 
entsprechend transgespleiSte mRNAs erfasst (s. Fig. K5 und 
K6) . In weiteren Untersuchungen ist zudem zu uberprufen, 

30 dass die unvollstandige Zelltod-pre-mRNA ausschlieSlich zur 
Tumorspezif ischen RNA, nicht jedoch unerwunschterweise zu 
einer anderen zellularen RNA transspleiSt (zur 
Vorgehensweise s. Beschreibung zum Anwendungsf all 1 zur 
Reparatur-RNA) . Insgesamt gesehen soli also die einge- 

35 brachte unvollstandige Zelltod-pre-mRNA die Tumorzellen 
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selektiv abtoten, ohne jedoch die Normalzellen zu 
schadigen, was uber entsprechende Zellkulturexperimente mit 
Tumor zellen und Normalzellen uberpruf t werden kann. 

Die DNA, welche diese unvollstandige Zelltod-pre-m-RNA 
5 codiert, die danach xiber einen spezifischen TransspleiS zu 
einer Tumorzellen-RNA vervollstandigt wird, kann unter 
Berucksichtigung der zuvor beschriebenen Bedingungen 
folgende Struktur (voij 5' nach 3') aufweisen: 

Am vorderen DNA-Ende liegt ein starker Replika- 
tionsorigin (z.B. aus SV40) . 

Es folgt ein- starker Promoter mit Enhancer (z.B. aus 
SV40) (s. Fig. Kl) . 

10-30 Nucleotide hinter dem Promotor liegt eine Folge 
von 18 Oder mehr Nucleotiden, die - durch einen 
gentechnologischen Eingriff - zur Tumorzellen- 
spezif ischen pre-mRNA in Antisens. exakt zum Poly- 
Pyrimidinbasen- Stretch und dessen Umgebung der 3' 
Spleifcstelle des zweiten Exons paart, welches dem 
erst en Exon mit dem AUG-Startcodon folgt (s. Fig. K3, 
M3) . 

40-60 Nucleotide hinter dem Promotorende (bzw. einige 
Nucleotide hinter der obigen Antisenspaarungsregion) 
liegt ein Codon ATG out-of-frame zum Leserahmen des 
Zelltodproteins im nachfolgenden Exon, welcher im 
Falle eines nicht stattf indenden TransspleiSes ein 
unschadliches kurzes Nonsensprotein initiiert (vgl. 
Fig. L2) . 

10-30 Nucleotide hinter dieser Antisensregion liegt 
eine starke Branch-A- Region einer 3' SpleiSstelle mit 
der Sequenz T-A/G-C/T-T-A/G-A-C/T-A/G. 
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f) 10-30 Nucleotide hinter dies'er Branch- A- Region liegt 
ein durchgehender Polypyrimidinbasenstretch (Poly-T/C) 
von 15-18 mer Lange gefolgt vom Dinucleotid A-G der 
3'Spleifcstelle (= hinteres Ende des vorderen Outrons) . 

5 g) Das f olgende Exon beginnt mit einem Readingf rame- 
Linker aus 0/ 1 oder 2 Nucleotiden zum Ausgleich eines 
evtl. verschiedenen Leserahmens zwischen dem nachfol- 
genden Zelltodprotein in diesem Exon und dem Exon 1 
aus der transgespleiSten, tumorzellenspezif ischen RNA. 

10 h) Auf diese sehr kurze Region (0 - 2 nt) folgt eine 
Region von 15 bis 45 Nucleotiden, welche fur eine 
Folge von 5-15 Aminosauren codiert, die durch 
zellulare Proteasen gespalten werden kann. 

i) An diese Proteaseerkennungsregion schlieSt sich eine 
15 cDNA, codierend fur die Aminosauren 2 bis zur letzten 

Aminosauire des Zelltodproteins, gefolgt von einem 
Stopcodon, z.B. TAG, an. 

j) Im Bereich dieser cDNA- Region liegt downstream des 
ATG-Codons fur das 2 . . Methionin des Zelltodproteins 
20, und out -of -frame zu . diesem ein Stopcodon fur das 

gebildete Nonsensprotein, das aus der nicht trans- 
gespleiSten unvollstandigen Zelltodprotein pre-mRNA 
entsteht (vgl. Fig. L2) . 

k) 10-50 Nucleotide hinter dem Translationsstopcodon 
25 (TAG etc.) des Zelltodproteins liegt bedingt. durch 

einen gentechnischen Eingriff die Polyadenylierungser- 
kennungsstelle A-A-T-A-A-A gefolgt von einer down- 
stream G/T-reichen Region (2. Signal zur Erkennung der 
Polyadenylierung) (s. Fig. Kl) (z.B. die komplette 
30 Polyadenylierungstelle aus SV40) . 



WO 03/016537 



PCTYEP02/09082 



50 

Wi'e im Anwendungsfall 1 und 2 beschrieben wurde, konnen mit 
Hilfe extern gewollter RNA-Transsplei&prozesse uber eine 
kunstlich geschaf fenen RNA, die nur aus einem Exon und 
einem Outron besteht, monogenetisch bedingte Krankheiten 

5 und Krebs therapiert werden. Andererseits ist es aber auch 
mdglich und sogar sehr wahrscheinlich, dass durch in der 
Zelle von selbst vorkommende , jedoch abberante 
SpleiSprozesse Erkrankungen oder speziell auch Krebs 
ausgelost werden; diese Proves se konnen sowohl 

10 „gewohnliche" Cis-SpleiSprozesse . als prinzipiell auch 
Trans -SpleiSprozesse sein. Im dritten, letzten hier 
vorgestellten Anwendungsfall fungiert diese extern 
eingebrachte transspleiSf ahige RNA, bestehend wiederum aus 
einem Exon und einem Outron, nicht als ein therapeutisches 

15 Mittel sondern als ein diagnostisches Instrument, Tim 
derartige abberante zellulare SpleiSprozesse aufzudecken. 

Es ist bekannt, dass durch abberante Cis-SpleiSprozesse 
sehr viele Krankheiten ausgelost werden, wie z.B. Cystische 
Fibrose, Ehelers Danlos Syndrom, Leukodystrophie, 

20 Haemophilie A und B, Sichelzellenkrankheit , Phenylke- 
tonurie, Leukodystrophie, Retinoblastomdef ekte usw. Bei 
diesen Krankheiten liegt stets eine Mutation in einer 
authentischen 5' oder 3 ' SpeiSstelle vor. Dies fuhrt dazu, 
dass die betref f ende authentische SpleiSstelle nicht mehr 

25 als (Cis) SpleiSpartner benutzt werden kann, und dass andere 
authentische SpleiSstellen oder sogenannte kryptische 
SpleiSstellen auf dem selben pre-mRNA-Molekul statt dieser 
mutierten SpleiSstelle als SpleiSpartner reagieren. Durch 
diese abberanten SpleiSprozesse kommt es dann zur Bildung 

30 von anderen mRNA-Molekulen, die oft defekte und nicht mehr 
funktionsf ahige Proteine codieren, wodurch die entspre- 
chende Krankheit ausgelost wird. 

Es gibt zahlreiche Fallbeispiele, in denen nach Mutation 
einer authentischen SpleiSstelle eine ErsatzspleiSstelle 
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auf dem selben RNA-Molekul fur einen gewShnlichen intra- 
molekularen Cis- SpleiSprozess nicht mehr zur Verfugung 
steht,. in diesem Fall kann dann als ErsatzspleiSstelle eine 
(kryptische) SpleiSstelle auf einem anderen! RNA-Molekul 
. 5 dienen, sodass nach einem inter-molekularen TransspleiS 
eine vollig neuartige Hybrid-RNA entsteht. Ein' konkreter 
Fall hierzu ware z.B., wenn die upstream 5' SpleiSstelle im 
ersten Intron einer pre-mRNA mutiert ist, und es fur die 
downtetream liegende, nicht mutierte 3' SpleiSstelle keinen 

10 kryptischen 5 ' -SpleiSstellen-Ersatz fur einen Cis-SpleiS 
auf demselben . RNA-Molekul gibt (s. Fig. Nl,. pre-mRNA A, 
obere Darstellung). Die zu dieser mutierten 5 ' SpleiSstelle 
zugehorige downstream 3' SpleiSstelle im ersten Intron kann 
einen SpleiSprozess in diesem Falle prinzipiell nur dann 

15 ausfuhren, wenn diese mit der 5' SpleiSstelle auf einem 
anderen, zweiten pre-mRNA-Molekul uber einen TransspleiS 
interagiert (s. Fig. Nl, N3) . 

Ein umgekehrter Fall ware die Mutation der 3' SpleiSstelle 
im letzten Intron: Die upstream 5' SpleiSstelle dieses 
20 letzten Introns kann dann praktisch nur noch mit der 3' 
SpleiSstelle auf einem anderen RNA-Molekul als 
PartnerspleiSstelle interagieren (Fig. Nl, pre-mRNA B, 
untere Darstellung) . 

TransspleiSprozesse konnen aber auch ausgelost werden, wenn 
25 keine Mutation in einer Cis-SpleiSstelle vorliegt: Alle 
Exone enthalten neben den authentischen Cis-SpleiSstellen 
sehr oft noch weitere SpleiSstellen (kryptische 
SpleiSstellen) , die aber auf grund ihrer Nucleotidsequenz 
oder aus sterischen Grunden etc. weniger „attraktiv tt sind 
30 als die authentischen Cis-SpleiSstellen und deshalb nicht 
im (Cis) SpleiSprozess genutzt werden. Eine Besonderheit 
liegt nun aber vor, wenn etwa eine solche kryptische 5' 
SpleiSstelle im letzten Exon oder aber eine solche 
kryptische 3' SpleiSstelle im ersten Exon vorkommt. Diese 
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kann aufgrund ihrer terminalen Lage praktisch nicht mit 
einer . anderen SpleiSstelle innerhalb des selben RNA- 
Molekuls uber einen gewohnlichen Cis-SpleiS interagieren . 
Solche kryptische SpleiSstellen in terminalen Exons stellen 

5 also schon per se sehr potente SpleiSstellen ausschlieSlich 
fur einen TransspleiS dar. Insbesondere kryptische 5' 
SpleiSstellen in C-terminalen Exonen und kryptische 3' 
SpleiSstellen in N- terminalen Exonen werden mit relativ 
hoher Wahrscheinlichkeit uber einen "TransspleiS 

10 interagieren,. sofern die beiden- zugehorigen pre-mRNA- 
Molekule in eine bestimmte Entf ernung. zueienander kommen 
(s. Pig, N2) . 

Als weitere Falle konnen zudem kryptische SpleiSstellen in 
terminalen Exons mit zum TransspleiS aktivierten Cis- 

15 SpleiSstellen aus terminalen Introns durch TransspleiS 
interagieren (Fig. N3) . Die Aktivierung der ehemaligen Cis- 
SpleiSstelle zu einer Trans -SpleiSstelle kann auch dadurch 
erfolgen, dass die naturliche Cis-SpleiSpartnerstelle 
dieser SpleiSstelle durch eine Mutation verloren geht (Fig. 

20 . N3) und keine weitere Ersatz-Cis-SpleiSstelle als 
. SpleiSpartner zur Verfugung stand. Selbstverstandlich ist 
auch der umgekehrte Fall moglich, indem z.B. eine 
kryptische 3' SpleiSstelle in einem N- terminalen Exon mit 
einer zum TransspleiS aktivierten ehemaligen 5' Cis- 

25 SpleiSstelle auf einem anderen KNA-Molekul durch Trans- 
spleiS interagiert. Insgesamt gibt es also recht viele 
SpleiSstellen-KombinationsmSglichkeiten, die Trans-SpleiS- 
produkte entstehen lassen. 

Berucksichtigt man, dass sehr viele RUA-Molekule 
30 transspleiSfahige SpleiSstellen besitzen, z.B. aufgrund 
einer Mutation authentischer SpleiSstellen oder direkt als 
kryptische SpleiSstellen innerhalb der terminalen Exone, 
und dass inter-molekulare RNA-RNA-Verbindungen uber 
ausgepragte Antisensstrukturen im Zellkern etwa zur 
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Stabilisierung von TransspleiSprozessen kein seltenes 
Ereignis darstellen, so ist anzunehmen, dass verschiedene 
Transspleifcprozesse in einem • Saugerzellkern mit an 
Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit vorkommen. Unter 

5 Umstanden konnen diese abberanten Transspleifcprozesse dann 
auch die Ursache einer Krankheit oder speziell von Krebs 
sein, wie dies durch den Patentanmelder bereits 1995 
nachgewiesen und publiziert wurde. Dass abberante 
SpleiSprozesse pe* 1 se Krankheiten auslosen konnen, ist 

10 bekannt; uber hundert verschiedene Krankheiten. werden durch 
abberante Cis-SpleiSprozesses ausgelost, wie eingangs 
beschrieben wurde. 

Alle bislang beschriebenen, naturlich vorkonunenden 
Transspleifeprozesse der Saugerzelle wurden erst 

15 entschlusselt, nachdem z.B. die mRNA/cDNA-Struktur eines 
vom Molekulargewicht her zunachst unerklarlichen Proteins 
des IraiTiunoblots aufgeklart wurde, Eine andere Moglichkeit 
zur Identif ikation von TransspleiEprodukten ware die 
direkte Suche auf zellularer RNA-Ebene: Auch hier finden 

20 sich in spezifischen RNA-Northern-Blots oft GroSen einer 
spezifischen RNA-Spezies, die von der Grofie her zunachst 
unerklarlich sind, und die eventuell auch ein 
TransspleiSprodukt darstellen konnten. Doch auch hier fehlt 
es an einem einfachen Verfahren, welches transgespleifite 

25 RNAs erkennt. Eine sehr empf indliche und spezifische 
Methode, die es prinzipiell erlaubt, ein einziges 
transgespleiStes RNA-Molekiil einer Zelle nachzuweisen, ist 
die cDNA-PCR. Die PCR-Amplif ikation und anschliefiende 
Sequenzanalyse einer cDNA setzt aber voraus, dass 

30 mindestens zwei ca. 18 mer lange Bereiche dieser RNA bzw. 
cDNA bekannt sein mussen, die als spezifische PCR-Primer- 
Bindungsstellen dienen. Bei transgespleiSten RNAs braucht 
man also zum Nachweis einen Primer, der auf dem erst en 
cDNA-Hybridanteil, abstammend von der ersten RNA, und einen 

35 zweiten Primer, der auf dem zweiten cDNA-Hybridanteil , 
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abstammend von der zweiten RNA, bei der transgespleifcten 
mRNA bindet. Vom Prinzip her kann jede RNA-Spezies mit 
einer anderen RNA-Spezies ein TransspleiSprodukt bilden. Urn 
nur alle moglichen TranspleiSpartner zu nur, einer! pre- 

5 • mRNA-Spezies der Zelle uber cDNA-PCR-Reaktionen zu 
uberprufen, waxen bei angenommen 25.000 verschiedenen pre- 
mRNA-Spezies mindestens 25.000 verschiedene PCR-Reaktionen 
mit 25.000 + 1 verschiedenen spezifischen Primern 
notwendig. Um sytematisch alle moglichen RNA-Spezies-RNA- 

10 Spezies-SpleiS-Kombinationen aufzuspuren, . waren 

entsprechend mindestens 24.999 x 24.998 x ... x 3 x 2 x 1 
PCR-Kombinationen notwendig,. was als praktisch durchfuhrbar 
ausgeschlossen ist. 

Es ermangelt also derzeit, gemaS dem Stand der Technik, an 
15 einem einfachen und sicheren, rout inemaSi gen Detektions- 
verfahren fur die Identif izierung von transgespleifiter RNA. 

Im folgenden dritten Anwendungsf all wird jene in die Zellen 
eingebrachte, transspleifif ahige RNA bestehend aus einem 
Exon und einem Outron dazu benutzt, naturliche 
20 TransspleiSprodukte der Zelle, die eventuell Krankheiten 
auslosen konnen, zu identif izieren. Der Nachweis dieser 
zellularen transgeplei&ten RNAs erfolgt hierbei uber einen 
zweistufigen Mechanismus, wobei im jeder Teilstufe eine 
spezifische cDNA-PCR eingesetzt wird. 

25 Der Losungsweg sieht dabei so aus, dass in der ersten Stufe 
zunachst einmal Spleifistellen auf den ca. 25.000 
verschiedenen pre -mRNA-Spezies gefunden werden mussen, die 
prinzipiell intermolekulare TransspleiSreaktionen durchfuh- 
ren k6nnen. Wie zuvor. beschreiben, sind sehr gute Kandiaten 

30 fur TransspleiSreaktionen hierbei insbesondere Cis- 
SpleiSstellen aus N- oder C-terminalen Introns, deren Cis- 
SpleiSpartner innerhalb dieses Introns durch eine 
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SpleiSstellen-Mutation verloren ging, sowie kryptische 
SpleiSstellen in N- Oder C-terminalen Exons (vgl. Fig. N) . 

Diese potenten Trans -SpleiSstellen werden dadurch bestimmt, 
dass man diese in einer TransspleiSreaktion reagieren 

5 lasst. Der TransspleiSpartner ist hierbei jedoch nicht eine 
weitere, unbekannte zellulare RNA, sondern jene kunstlich 
in die Zelle hineingebrachte transspleifcf Shige RNA, die 
quasi als eine TransspleiSspnde fungiert. Diese RNA- 
TransspleiSsonde ist im Prinzip eine kurze RNA von 150-3 00 

10 Nucleotiden Lange, welche nur eine einzige 5' Oder eine 
einzige 3' SpleiSstelle aufweist, sie besteht also aus 
einem Exon und einem distalen oder proximalen Outron (Fig. 
01). Diese Sonden-RNA reagiert in ihrer einzigen SpleiS- 
stelle also mit .potentiellen, zum TransspleiS befahigten 

15 SpleiSstellen der zellularen pre-mRNA-Molekule. Sonden-RNAs 
mit einer 5' SpleiSstelle dienen zur Detektion transpleiS- 
f^higer 3' SpleiSstellen auf zellularen pre-mRNAs, solche 
mit einer 3' SpleiSstelle zur Detektion transspleiSf ahiger 
• 5' SpleiSstellen (s. Fig. 01, links u. rechts) . Die nach 

20 dem TransspleiS entstandene Hybrid-mRNA aus Sonden-RNA und 
zellularer RNA kann sodann prinzipiell mit Hilfe spezieller 
Primer, die u.a. zur bekannten Sonden-RNA- Sequenz passen, 
in eine doppelstrangige (ds) cDNA uberfuhrt, PCR- 
amplifiziert und sequenziert werden (s. Fig. 01, unten) . 

25 Sind mit Hilfe dieser beiden RNA-Sonden etwa eine potente 
5' TransspleiSstelle auf einer naturlichen RNA-Spezies und 
eine potente 3 ' TransspleiSstelle auf einer anderen RNA- 
Spezies gefunden worden,. so muss dann in der Stufe 2 
abschlieSend nur uberpruft werden, ob diese beiden 

30 TransspleiSstellen in vivo in der Zelle interagieren, d.h. 
ob diese beiden RJSTAs zusammen ein neues chimeres Hybrid- 
RNA-Molekul nach TransspleiS ausbilden. Der Nachweis dieser 
mRNA erfolgt ebenfalls nach cDNA-PCR-Amplif ikation mit zwei 
Primern, die selektiv zu den zuvor sequenzierten, 
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transgespleiSten exonischen Teiien der beiden transspleifi- 
fahigen pre-mRNA-Molekule passen (s. Fig. 02, Primer C und 
D) . 

Die zunachst in Stuf e 1 . zu analysierenden transgespleifcten 
5 mRNAs. (Fig. 01) bestehen also zu einem Teil aus. dem Exon 
der RNA-Sonde und zum anderen aus exonischen Anteilen einer 
unbekannten zellularen RNA. Die Sequenz der RNA-Sonde ist 
^.etztlich bekannt, entsprechend lasst sich hierzu analog 
einer der beiden Primer fur die cDNA-PCR-Amplif ikation des 
10 TransspleiSproduktes . auswahlen. Ein Problem fur die 
nachfolgende cDNA-PCR bereitet hingegen die Wahl des 
Primers, der zum RNA-Anteil passt, welcher innerhalb des 
TransspleiBprodxiktes aus der zellularen pre-mRNA abstammt: 
Die Struktur dieser RNA im vorhandenen Trans spleifiprodukt 
15 ist nicht bekannt, entsprechend lasst sich zunachst kein 
entsprechender spezifischer cDNA-PCR- Primer bestimmen. 

Die Auswahl eines bestimmten Primers, passend zu einer sehr 
speziellen Sequenz einer zellularen pre-mRNA, ist zudem im 
Rahmen des hier beschriebenen Screening-Verf ahrens nicht 

20 hilfreich: SchlieSlich sollen durch das cDNA-PCR-Verf ahren 
alle Kombinationsmoglichekiten der Sonden-RNA zu mehr als 
25.000 verschiedenen zellularen pre-mRNAs abgedeckt werden. 
Das . im Nachfolgenden vorgestellte erf indungsgemasse 
Verfahren gestattet eine sichere Identif ikation aller 

25 moglichen TransspleiSpartner bei Verwendung einer bekannten 
Sonden-RNA- Sequenz, so dass letztlich aus alien 
transgespleifiten Sonden-RNAs cDNA-PCR Produkte amplifiziert 
und anschlieSend sequenziert werden konnen. Die 
entsprechenden zweiten Primer zur PCR-Amplif ikation nutzen 

30 hierbei die uniformen Enden aller zellularen mRNAs (Poly-A- 
Tail am 3' Ende) bzw. eine spezielle Oligo-C-Str\iktur an 
den vorderen 5' Enden aller ss-cDNAs, welche durch eine 
spezifische Transf erase-Aktivitat der reversen 

Transkriptase erzeugt wird, aus. Auf die einzelenen 
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Schritte (vgl. auch Fig. Q und R) der cDNA-Synthese, der 
PCR-Amplif ikation und Sequenzanalyse der TransspleiS- 
produkte aus Sonden-RNA und zellularer RNA wird in einem 
spateren Teil dieser Beschreibung nochmals konkret 
5 eingegangen. . 

Die wesent lichen Strukturelemente der Sonden-RNA sind hier, 
wie schon im Anwendungsf all 1 zur Reparatur-RNA 
beschrieben, ein Exon und daran angefugt ed,,n distales oder 
proximales Outron. Das Exon selbst muss hier. jedoch nicht 

10 notwendigerweise eine . Peptidfolge . codieren, da diese 
transspleiSf ahige RNA nicht zu therapeutischen sondern zu 
diagnostischen Zwecken dient. Analog zum Anwendiingsf all 2 
zur unvollstandigen Zelltod-RNA konnte die Codierung einer 
bestimmten Peptidsequenz im Exon jedoch einige 

15 diagnostische Vorteile aufweisen: Etwa im Falle einer 
Sonden-RNA mit einer 3' SpleiSstelle konnte das distale 
Exon die durch ein Terminationssignal (UAG etc.) 
abgeschlossene cDNA-Folge eines uber spezifische Verfahren 
(Immunof loureszens etc.) einfach nachzuweisenden Proteins 

20 enthalten, wobei das Translationstartcodon AUG, codierend 
fur Methionin 1, jedoch, wie zuvor beschrieben, wiederum 
fehlt. Erst wenn dieses AUG uber einen TransspleiS von 
einer anderen, namlich zellularen RNA enthalten wird, kann 
ein entsprechendes analytisch nachweisbares Protein 

25 entstehen; bei In-Situ-Nachweisen konnten dann diese Zellen 
z.B. eine entsprechende Fluoreszensfarbung etc. aufweisen. 

Die eingebrachte transspleiSf ahige Sonden-RNA, bzw. die 
jene RNA codierende DNA enthalt im distal en Bereich ferner 
wiederum eine Erkennungsregion zur Polyadenylierung der 
30 RNA; d.h. die codierende DNA beinhaltet die Folge AATAAA 
upstream und eine GT-reiche Sequenz downstream (z.B. aus SV 
40) der RNA-Polyadenylierungsstelle. Das Exon sollte zudem 
durch gentechnologische Methoden wiederum z.B. A/G-reiche 
oder andere spezielle Regionen enthalten, die uber Bindung 
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von S/R-Proteinen etc. als SpleiSenhancer (ESE) dienen 
(vgl. Fig. J). Sofern das Exon eine Peptidfolge codieren 
soil (s.o.), ist darauf zu. achten, dass durch die 
geschaffenen z.B. A/G-reichen Sequenzen . keine anderen 
5 Aminosauren codiert werden; im Falle, dass das Exon kein 
bestimmtes Peptid codieren soil, sind an die Variations - 
moglichkeiten der Nucleotide im Exon keine Grenzen gesetzt. 

Im Falle einep Sonden-RNA mit einer 3' SpleiSstelle enthalt 
das proximale Outron wiederum eine hochaktive 3' 
10 SpleiSstelle, die eine Folge von 15-18 U/C-Basen 
unmittelbar upstream des Dinucleotides AG umfasst, sowie 
upstream des Polypyrimidinbasenstretches eine starke 
Branch- A- Region, welche die Nucleotidf olge U- (A/G) -C-U- 
(A/G) -A enthalt (vgl . auch Fig . J) . 

15 Im Falle einer Sonden-RNA mit einer 5' Spleifistelle enthalt 
das di stale Outron den intronischen Anteil einer 
hochaktiven 5' SpleiSstelle mit der bevorzugten 
Nucleotidf olge G-U-A-G-A-A und der exonische Anteil der 5' 
SpleiSstelle beinhaltet die Basenfolge (A/G) -A-G (vgl. Fig. 

20 I). Als eine bereits sehr gute, und durch gentechnologische 
Methoden in der Sonden-RNA verwendbare natiirliche 5' 
SpleiSstelle ist die Umgebung um eine kryptische 5' 
SpleiSstelle mit der 9-mer Basenfolge AAG/GUAGAA im zweiten 
Exon des SV40 T- Antigens anzusehen, die upstream zur 

25 SpleiSstelle u.a. einen 15 mer groSen A/G-Bereich als 
Exonischen-SpleiS-Enhancer eiithalt. 

Damit eine hohe zellulare Konzentration der Sonden-pre-mRNA 
und damit eine hohe Zahl von TransspleiSreaktionen zu 
zellularen RNAs erreicht wird, soli die die Sonden-RNA 
30 codierende DNA einen starken Promotor (Fig. Kl) , wie z.B. 
aus SV40, tragen. Weiterhin soli diese codierende DNA einen 
starken Replikat ions -Origin (z.B. auch aus SV40) aufweisen, 
damit sich die DNA in den Zellen selbstandig replizieren 
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kann. Das Einbringen dieser Sonden-RNA codierenden DNA in 
die auf TransspleiSprodukte zu analysierenden, lebenden 
Zellen erfolgt nach Einbau in normale Plasmide - Adenoviren 
etc. sind nicht notwendig - mit Hilfe einer der ublichen 
5 Transfektionsmethoden. Pro Transf ektionsansatz zur Analyse, 
auf trans spleififahige zellulare RNAs wird jeweils nur eine 
Sonden-RNA mit einer 5' SpleiSstelle Oder eine solche mit 
einer 3' SpleiSstelle verwendet. 

Wie im Anwendungsf all 1 zur Reparatur-RNA explizit 

10 beschrieben wurde, kann die TransspleiSef f izienz zwischen 
einer eingebrachten RNA (hier: Sonden-RNA) und einer 
zellularen pre-mRNA prinzipiell noch weiter erhdht werden, 
wenn eine moglichst stabile Antisens-RNA-RNA-Bruckenbindung 
erfolgt. Im Unterschied zu einer spezifischen Reparatur-RNA 

15 kann hier jedoch keine willkurliche, zielspezif ische 
Antisensregion auf der Sonden-RNA erzeugt werden, da die 
Struktur des etwaigen TransspleiSpartners (Target-RNA = 
zellulare transspleiSf ahige pre-mRNA) nicht bekannt ist. 
Eine sehr spezielle Struktur ware zudem auch wenig 

20 sinnvoll, da eine etwaige Ant is ens struktur auf der Sonden- 
RNA so gewahlt sein sollte, dass diese zu moglichst vielen 
bzw. alien zellularen pre-mRNA-Molekulen, die potent ielle 
TransspleiSpartner darstellen, in Antisens passt. Bei der 
Wahl dieser Nucleotid-Folge auf der Sonden-RNA, die zu 

25 moglichst vielen zellularen pre-mRNA-Molekulen passt, gibt 
es mehrere Moglichkeiten: 

a) Antisens-Region zur zellularen RNA fiber eine Oligo-U- 
Region in der Sonden-RNA: Eine Losung ist eine Sonden- 
RNA mit einer Folge von ca. 12-18 Uracil-Nucleotiden 
30 (U) im Outron-Bereich der Sonden-RNA (s. Fig. PI, bzw. 

Fig. Ql Oder Rl) . Diese U-Basen-Folge paart in 
Antisens intermolekular zur Poly-A-Kette der 
zellularen pre-mRNAs, also auch zu der gewunschten 
TransspleiS-pre-mRNA. AuSerdem werden Purinreiche 
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(A/G) Regionen, die haufig auf zelluaren pre-mRNA- 
Molekulen vorkommen, durch eine U-Basen-Folge in 
Antisens gebunden (auf RNA-Ebene gilt die 
Paarungsmoglichkeit U-A, sowie U-G) . Durch diese 

5 Antisens -Regionen kann eine stabile Kopplung zwischen 

Sonden-pre-mRNA und zellularer Target -pre -mRNA 
erreicht werden, was die Transspleifief f izienz merklich 
steigert. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist aber, 
dass die 12-18. mer tf-Region auf der Sonden-RNA auch 

10 intra-molekular zur Poly-A-Region der Sonden-RNA 

selbst paart, wodurch die U-Antisensregion • fur diese 
Sonden-RNA fur eine inter-molekulare Paarung zur 
Target-RNA blockiert wurde. Bei genugend hoher 
Substratkonzentration der Sonden-RNA in der Zelle 

15 werden aber genug Sonden-RNA-Molekule mit ihrer Poly- 

U-Region auch intermolekular zu den zellularen Poly-A- 
Anhangen der zellularen pre-mRNAs paaren. Zur Losung 
dieses Problems soli ein aquimolarer Mix aus Sonden- 
RNAs mit dieser bzw. ohne dieser entsprechenden Poly- 

20 U-Region verwendet werden, 

b) Antisens -Region zur zellularen RNA uber eine Oligo-G- 
Region in der Sonden-RNA: Eine Moglichkeit ist die 
Einfugung eines Stretches von 12-15 Guanosin- 
Nucleotiden (G) in Sonden-RNAs, die insbesondere eine 

25 potente 5' -SpleiSstelle (5 ' ss-Sonden-RNA) enthalten. 

Diese paaren mehr oder weniger intermolekular 
stringent zu den Poly- (U/C) -Regionen etwa in den 3' 
SpleiSstellen von zellularen Target - pre - mRNAs (es gilt 
wiederum die Paarung auf RNA-Ebene: G-C sowie G-U) . 

30 Der Nachteil dieses Verfahrens ist, dass hierdurch 

auch eventuell die Poly- (U/C) -Region der potenten 3' 
TransspleiSstelle auf der zellularen pre -mRNA durch 
eine Antisensbindung blockiert wird, so dass kein 
TransspleiS zur Sonden-RNA stattfindet, wodurch eine 
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etwaige potente Transspleifistelle auf einer zellularen 
pre-mRNA unentdeckt bleibt. 

c) Keine spezifische Antisensregion auf der Sonden-RNA 
zur intermolekularen Paarong zur Target -pre -mRNA: Wie 

5 dargelegt, erhohen spezifische inter-molekulare 

Antisens-Strukturen zwischen zwei RNA-Transspleifi- 
partnern die Effizienz der Transspleifireaktion 
4 .erheblich. Eine solche Kopplung uber Antisensstruk- 

turen der beiden pre-mRNA-Molekule ist aber per se 

10 nicht absolut fur eine Assoziation zwischen beiden, 

trans zuspleifienden pre-mRNA-Molekulen notwendig. Wie 
eingangs bei der Vorstellung des Anwendungsf alles 1 
zur Reparatur-RNA beschrieben, erfolgt die Assoziation 
der Spleifistellen im Spleifiprozess auch uber eine 

15 Protein- Protein- Interaktion/Assoziat ion von Spleifi- 

(hilf s)proteinen, die zuvor selektiv an die 5' 
Spleifistelle sowie selektiv an die 3' Spleifistelle der 
pre-mRNA gebunden sind. 

So erfolgt im fruhen E-Komplex der Spleifireaktion eine 
20 Assoziation einer pre-mRNA in ihirer 5' Spleifistelle zu 

der 3' Spleifistelle der selben RNA (= Cis- 
Spleifireaktion) Oder zu einer andern RNA (= Trans - 
spleifiraktion) uber eine Assoziation zwischen 
einerseits dem I^snRNP-Proteinkomplex (gebunden zuvor 
25 an der 5' Spleifistelle) und andererseits dem U2AF- 

Proteinkomplex . (gebunden zuvor am Poly-U/C-Stretch der 
3' Spleifistelle) ggf. unter . Vermittlung weiterer SR- 
Proteine (z.B. SC 35, SF2 etc.) (s. Fig. P2, sowie 
auch Fig. Al) . Auch in spateren Stufen des 
30 Spleifiprozesses gibt es zahlreiche Assoziationen 

zwischen verschiedenen Spleifi(hilf s)proteinen, die 
zuvor an den beiden Spleifistellen der pre-mRNA 
gebunden sind (s. Fig. A2) . 
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Eine Sonden-RNA, die etwa nur eine potente 3' 
. SpleiSstelle enthalt (3' ss- Sonden-RNA) , wird in der 
Zelle in ihrem Poly-U/C-Anteil der 3 f SpleiSstelle mit 
U2AF-Proteinmolekulen verbunden. Die mit dem U2AF- 

5 . Proteinkomplex versehene Sonden-RNA diffundiert dann 

solange frei im Zellkern, bis das U2AF-Protein etwa 
auf einen U^snRNP-SCS 5 -Proteinkomplex trifft,. der 
zuvor an einer transspleifif ahigen 5' SpleiSstelle 
einer zellularen pre-mRNA gebunden *ar, (s. Fig. P2) . 

10 Danach wird . eine Protein-Protein-Bindung/Assoziation. 

eingegangen, sodass die Sonden-RNA nun in einer 
relativ festen Bindung zur eventuell transspleiS- 
fahigen Target -pre -mRNA steht,. Der umgekehrte Fall 
gilt sinngemaS naturlich auch fur eine Sonden-RNA mit 

15 einer 5' Spleifcstelle, an die von der Zelle. gebildetes 

UiSnRNP gebunden wird, wobei dieser Komplex dann 
solange durch den Zellkern diffundiert, bis er auf 
einen U2AF-Komplex - gebunden an eine transspleifcf ah- 
ige 3' SpleiSstelle einer zellularen Target -pre -mRNA - 

20 stofit, um mit dieser RNA uber jenen U2AF-Komplex zu 

assoziieren. 

Im Unterschied zu einer Gentherapie iiber einen RNA- 
TransspleiS etwa (Anwendungsf all 1) ist eine hohe 
spezifische Rate an Transspleifireaktionen bedingt durch 

25 eine stabile Antisens-RNA-RNA-Bindung in diesem Nach- 
weisverf ahren im ubrigen auch nicht unbedingt notwendig: 
Hier reicht prinzipiell eine einzige TransspleiSreaktion 
zwischen einem Sonden-RNA-Molekul und einer transspleiiS- 
fahigen zellularen Target -pre -mRNA, die danach ein einziges 

30 transgespleiStes mRNA-Molekiil erzeugt. Durch die 
nachfolgende cDNA-PCR wird dieses Molekul dann selektiv 
millionenf ach vervielf altigt und kann so leicht 
nachgewiesen und sequenziert werden. 
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Die transspleiSfahige Sonden-RNA zur Detektion transspleiS- 
fahiger zellularer RNAs ist also einfacher aufgebaut als 
transspleiSfahige therapeutische RNAs, wie etwa eine 
Reparatur-RNA zur mikrochirurgischen . Beseitigung . von 

5 Gendefekten oder gar eine unvoll standi ge Zelltod-RNA zum 
Abtoten von Tumorzellen, da hier eine selektive Anbindung 
an die Target-RNA liber entsprechende RNA-Antisensstrukturen 
entfallt. Im Unterschied zu diesen therapeutischen 
Anwendungerf sollte - wegen des nachf olgenden Nachweis- 

10 verfahrens der transgespleiSten RNAs - die diagnostische 
Sonden-RNA jedoch ein weiteres Strukturelement . auf weisen: 
Eine Restriktionsenzym-Erkennuhgstelle fur ein sehr selten 
schneidendes Restriktionsenzym im Outronanteil der Sonden- 
RNA. Die Begrundung liegt darin, dass # wie nachf olgend 

15 beschrieben, in der cDNA-PCR zur Amplif ikation der 
TransspleiSprodukte auch die ungespleifcte Sonden-RNA mit 
amplif iziert wird. Da die \ingespleiSte Sonden-RNA aber in 
sehr viel hoherer Konzentration als die TransspleiSprodukte • 
aus Sonden-RNA und zellularer Target -RNA in der Zelle 

20 vorliegt, wiirde das PCR-Signal aus der ungespleiSten 
Sonden-RNA das PCR-Signal aus den Transspleifiprodukten 
kompetetiv ausl6schen f wodurch jene Trans spleiS-RNAs nicht 
mehr in der cDNA-PCR nachzuweisen waren. Nach Bildung einer 
doppelstrangigen (ds) cDNA muss also vor Start der PCR- 

25 Reaktion die ds-cDNA aus der ungespleiSten Sonden-RNA zum 
Beispiel uber einen Restriktionsenzymverdau selektiv 
abgebaut werden, ohne dass aber die ds-cDNA der 
TransspleiSprodukte von diesem Abbau betroffen ist. Dies 
ist moglich, indem die Restriktionsstelle z\im enzymatischen 

30 Abbau der ds-cDNA in den Outron-Teil der Sonden-RNA gelegt 
wird; die ds-cDNA- TransspleiSprodukte aus der Sonden-RNA 
haben diesen Outron-Anteil der Sonden-RNA eben nicht mehr, 
und werden deshalb durch das Restriktionsenzym nicht 
abgebaut . 



WO 03/016537 



PCT/EP02/09082 



64 

Bei der Wahl der Restriktionsschnittstelle muss zudem eine 
sog. seltene Restriktionsschnittstelle genommen werden 
(Rare-Cutter) . Der Grund liegt darin, dass der Anteil aus 
der unbekannten zellularen Target-RNA im. Transspleifcprodukt 

5 diese Restriktionserkennungstelle nicht haben sollte, denn 
ansonsten wurde das TransspleiSprodukt ebenfalls 
enzymatisch abgebaut und konnte in der nachf olgenden PGR 
dann nicht nachgewiesen werden. Als sog. seltene 
Restriktions-schnittstellen gelten Basenfolgen von 8** mer 

10 (oder langer) . Bei einem 8 mer ist die Wahrscheinlichkeit 
(W) , dass diese Sequenz an einer bestimmten Stelle in einer 
DNA auftritt = W = 1 zu 4 8 = 1 zu 65.536. Uriterstellt man 
eine Nucleotidf olge von angenommen 400 Basen, abstairanend 
aus der unbekannten zellularen Target-RNA innerhalb des 

15 TransspleiSproduktes, so ist die Wahrscheinlichkeit, dass 
eine solche 8-mer Erkennungs telle innerhalb der 400 Basen 
hier vorliegt = W = 1 zu 65.536 / 400 = 1 zu 164, was zu 
vernachlassigen ist; bei einer 10 mer Erkennungs sequenz ist 
W sogar nur 1 zu 2624. 

20 Nachdem die eingebrachte codierende DNA u.a. auf grund eines 
starken Promoters hunderttausende von Sonden-RNA-Molekulen 
pro Zelle gebildet hat, paaren im Falle einer 5'ss-RNA- 
Sonde einige davon sodann zu einer potenten 3 ' 
TransspleiSstelle auf der unbekannten zellularen Target - 

25 pre-mRNA (s. Fig. Ql) . Im Falle einer 3 ' ss-Sonden-RNA kann 
sich eine entsprechende Paarung zu einer potenten 5' 
TransspleiSstelle auf der unbekannten zellularen pre-mRNA 
ausbilden (s. Fig. Rl) . Die Verbindung der beiden RNA- 
Molekule kann dabei durch Antisensbereiche zwischen der 

30 Poly-U-Kette im Outron-Bereich der Sonden-RNA und dem Poly- 
A-Tail der TransspleiSf ahigen pre-mRNA unterstiitzt werden 
(s. Fig. PI bzw. Ql sowie Rl) ; eine solche Antisens- 
Nucleotid-Struktur ist jedoch fur einen TransspleiSprozess 
nicht absolut notwendig (s.v.). 
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Im Falle der Verwendung einer 5' ss-Sonden-RNA enthalt das 
entstandene Transspleifcprodukt im N-terminalen Anteil das 
Exon der Sonden-RNA mit einer von der Zelle gebildeten cap- 
Sequenz und im grdiSeren C-terminalen Bereich exonische 

.5 Anteile der unbekannten Transspleifc-RNA. Im Falle, dass die 
TransspleiSstelle der zellularen RNA etwa eine kryptische 
3' SpleiSstelle im letzten! Exon dieser RNA ist, enthalt 
das Trans spleiSprodukt die RNA-Folge downstream dieser 
kryptischen SpleiSstelle, die einen Poly-A-Tail tragt . Im 

10 Falle. dass eine kryptische oder gar authentische 3' 
SpleiSstelle in einem vorderen! Exon der zellularen RNA 
benutzt wird, enthalt das TranspleiSprodukt die gesamte 
mRNA-Folge jener RNA downstream dieser 3' SpleiSstelle 
ebenfalls unter EinschluS eines terminalen Poly-A-Tails (s. 

15 Fig. Q2) . Im Falle der Verwendung einer 3 ' ss- Sonden-RNA 
enthalt das entstandene Trans splei£produkt im grofieren N- 
terminalen Bereich entsprechend die exonischen Anteile 
upstream der 5' TransspleiBstelle aus der unbekannten 
transgespleiSten zellularen RNA mit einer cap-Sequenz und 

20 im C-terminalen Anteil das Exon aus der Sonden-RNA mit 
einem Poly-A-Tail . (s. Abb R2) . 

Wie eingangs bereits erwahnt wurde, kann der Nachweis der 
transgespleiSten RNAs bestehend aus einem zellularem RNA- 
Anteil und dem Exonanteil der Sonden-RNA aus Grunden der 

25 Selektivitat und der Empf indlichkeit praktisch nur uber 
eine cDNA-PCR erfolgen. Der erste der beiden PCR- Primer ist 
einfach zu bestimmen, er ist analog einer Nucleotid-Folge 
im Exon der Sonden-RNA. Damit alle moglichen zellularen 
RNAs in dieser cDNA-PCR erfasst werden, muss der zweite 

30 PCR-Primer, der hier bindet, hierfur universell geschaffen 
sein. Der entsprechende zweite Primer zur PCR-Amplif ikation 
nutzt hierbei die uniformen Enden aller zellularen mRNAs 
(Poly-A-Tail am 3' Ende) bzw. eine spezielle Oligo-C- 
Struktur an den vorderen 5' Enden aller ss-cDNAs, welche 

35 durch eine spezifische Transf erase-Aktivitat der reversen 
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Transskriptase erzeugt wird, aus. Im ersteren Falle wird 
prinzipiell ein Primer gewahlt, der eine Folge von ca. 15- 
18 Thymidinbasen (T) enthalt, welche zu den Pply-A-Enden 
aller mRNAs paaren; .auf diese Oligo-T-Folge schlieSt sich 
5 in 5' Richtung eine willkiirliche Folge von 18 oder mehr 
Nucleotiden an. Im zweiten Fall wird ein Primer verwendet, 
der einige Guanosinbasen (G) enthalt, auf diese Oligo-G- 
Folge schlie£t sich in 5' Richtung eine andere willkurliche 
Folge von 18 oder mehr Nucleotiden an, . 

10 In den nachf olgenden Abschnitten ist ein entsprechendes, 
getestetes Verfahren beschrieben, welches eine sichere 
Identif ikation aller moglichen TransspleiSpartner bei 
Verwendung einer bekannten Sonden-RNA-Sequenz gestattet, so 
dass letztlich aus alien transgespleiSten Sonden-RNAs cDNA- 

15 PCR Produkte amplifiziert \ind anschliefiend sequenziert 
we r den konnen. 

Die DNA, welche die Sonden-RNAs codiert, wird nach Einbau 
in geeignete Plasmide oder durch andere geeignete Verfahren 
in die zu untersuchenden Saugerzellen (z.B. Tumorzellen mit 
20 unbekannter Ursache der Tumorentwicklung etc . ) eingebracht . 

Es werden hierbei prinzipiell zwei DNA-Transf ektionsansatze 
durchgef uhrt . Ansatz 1 besteht aus einer DNA, welche 
Sonden-RNAs mit einer 5' -TransspleiSstelle codieren; 
hierbei wird ein aquimolarer Transf ektionsansatz an 

25 entsprechenden DNAs, welche eine Nucleotidf olge T 15 bis T 18 
aufweisen (DNA-Typ A) bzw. nicht aufweisen (DNA-Typ B) 
eingesetzt. Ansatz 2 besteht aus einer DNA, welche Sonden- 
RNAs mit einer 3 ' -TransspleiSstelle codieren; hierbei wird 
ebenfalls ein aquimolarer Transf ektionsansatz an 

30 entsprechenden DNAs, welche eine Nucleotidf olge T 15 bis T 18 
aufweisen (DNA-Typ A) bzw. nicht aufweisen (DNA-Typ B) 
eingesetzt. 24 Stunden bis mehrere Tage nach der DNA- 
Transf ektion wird die Gesamt-RNA der Zellen isoliert, 
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hitzedenaturiert, und dann zunachst in eine ss-cDNA 
uberfuhrt. 

Die Synthese des ersten cDNA-Stranges (ss cDNA) aus der 
(transgespleiBten) mRNA erfolgt stets mittels einer 
5 Reversen Trans skript ion mit einer effektiven, RNAse- 
Aktivitat-f reien, reversen Transkriptase sowie mit einem 
Oligo-Startpimer T 18 , der am Poly-A-Tail der trans- 
gespleiSten mRNA und aller ubrigen z^llularen RNA-Molekule 
mit Poly-A-Ende bindet (s. Fig. Q3, Fig. R3) . 

10 Im Falle, dass eine RNA-Sonde. mit einer 5' SpleiSstelle im 
analytischen Ansatz verwendet wurde, sollte der Oligo-T- 
Startprimer T 15 an seinem vorderen 5' Ende noch eine Folge 
von 18 oder mehr anderen, abwechselnden Nucleotiden 
aufweisen, die als spatere Erkennungssequenz fur den 

15 zweiten Primer in der PCR dienen (Gesamt-Primerlange also 
33 oder mehr Nucleotide) (s. Fig. Q3, Beispielf all : 
5' -AACCGGCCAACCGGCCAA-T 15 -3' ) . Die Folge dieser 18 oder 
mehr Nucleotide ist anhand entsprechender Bioinf ormatikpro- 
gramme so zu wahlen, dass kein Selbst annealing etc. 

20 auftritt. Unter Umstanden sind in jenen 18 mer Sequenzen 
enthaltene Restriktionsschnittstellen (z.B. Eco RI, Bam HI 
etc.) fur weitere Arbeiten (z.B. zur Klonierung) hifreich; 
ebenso kann eine langere Nucieotidf olge als 18 mer sinnvoll 
sein (z.B. 36-40 mer), urn eine sog. Nested-PCR (d.h. in ei- 

25 ner 2-phasigen PCR binden hier zwei \interschiedliche 18-20 
mer Primer) zur besseren Selektion zu ermoglichen (s. sp.).^ 

Die Synthese des zweiten Stranges der cDNA (ds-cDNA) aus 
der transgespleiEten mRNA ist abhangig davon, welche Art 
von RNA-Sonde (entweder mit einer 5' oder 3' SpleiSstelle) 
30 verwendet wurde: 

a) Im Falle einer unbekannten transgespleiSten RNA, 
welche den Exonanteil einer RNA-Sonde mit einer 5' 
SpleiSstelle enthalt, startet die Synthese des zweiten 
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cDNA-Stranges in der ursprunglichen Region des Exons 
der Sonden RNA. Die Synthese beginnt also einfach mit 
einem Primer, der einer 18mer Basenfolge des Exons der 
Sonden-RNA entspricht (Fig. Q4, Beispielf all : 5'- 
5 AGAAGAACGGAAGAACAA-3 ' ) . Die Synthese dieses 2. 

Stranges aus der ss-cDNA erfolgt hierbei z.B. durch 
eine einzyklische PCR-Reaktion oder andere Verfahren 
(s. Fig. Q4) . 

b) Im Falle einer unbekannten transgespleiSten RNA, 
10 welche den Exonanteil einer • RNA- Sonde mit einer, 3 ' 

SpleiSstelle enthalt, ist die Synthese des zweiten 
cDNA-Stranges hingegen deutlich komplizierter, da der 
zur Synthese erf orderliche Primer quasi im Exonteil 
aus der unbekannten TransspleiB-RNA binden muss. 
15 Hierzu ist eine spezifische Primersequenz jedoch nicht 

bestirambar; zudem sollte ein Verfahren mit einem 
Primer gewahlt werden, welches zu alien moglichen ss- 
cDNA- Trans spleiSprodukt en passt (s.o.) . 

Es kann hier z.B. der Umstand genutzt werden, dass die 
20 reverse Transkriptase nach Erreichung der cap-Stelle 

auf der (transgespleiSten) mRNA an die einstrangige 
cDNA in einer terminalen Transf erasefunktion noch 
bevorzugt mehrere Cytosine zu einer C-Kette anhangt 
(s. Fig. R3) . Diese Reaktion kann zudem durch einen 
25 Uberschuss an Cytosinen im Substrat im Vergleich zu 

den anderen drei Substrat -Nucleotiden noch 
intensiviert werden. Dieser N-terminale Cytosinstretch 
der ss cDNA dient dann als Bindungsstelle fur einen 
speziellen Primer (cap- Primer) , der ■ in seinem 
30 downs tream-Bereich eine Sequenz von ca. 6-8 Guanosin 

(G) enthalt, die zu den Cytosinen paaren (s. Fig. 
R4a) . Die Cap- Primer zugabe erfolgt ca. 30-45 min. nach 
Beginn der ss-cDNA- Synthese bei einer abgesenkten 
Temperatur auf ca. 30°C. Dieser spezielle Primer (s. 
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Beispielf all : 5 ' -GGTTGGAAGGTTGGAAGGGGGG- 3 ' ) f ungiert 
dann in seiner 18 mer (oder langeren) upstream- Sequenz 
oberhalb der G-Nucleotide als Vorlage (Template) zur 
weiteren Auffxlllung mit entsprechenden Nucleotides 

5 die . zu dieser Primersequenz paaren (s. Fig. R4a, b) . 

Diese Auffullung wird hierbei durch die reverse 
Transkriptase oder ein andere geeignete, zugesetzte 
DNA- Polymerase (bei ebenfalls ca. 30-32°C) 
vorgenommen. Nach einer Hitzdenaturierung zur "Ablosung 

10 . dieses Primers . von des ss-cDNA erfolgt dann die 

eigentliche 2 . -Strang-Synthese mittels einer 
einzyklischen PCR unter Zuhilfenahme eines Primers, 
der wie der obige cap -Primer aufgebaut ist, jedoch 
ggf. den distalen G-Stretch nicht enthalt (s. Fig. 

15 R4c, Beispielf all: Primer 5 ' -GGTTGGAAGGTTGGAAG- 3 ' ) . Es 

kann auch hier sinnvoll sein, den Bereich oberhalb der 
Oligo-G-Sequenz nicht nur 18-20 mer (s. Fig. R3) 
sondern z.B. 36-40 mer lang zu machen, urn eine sog. 
Nested-PCR zur besseren Selektion zu ermoglichen 

20 (s . o. , s . sp . ) . Zur Klonierung etc . konnen auch hier 

wiederum spezifische Restriktionsschnittstellen (Eco 
RI # Bam HI etc.) innerhalb dieser Primer- Sequenz 
hilfreich sein. 

Aus der gebildeten ds-cDNA konnte dann sogleich eine PCR- 
25 Amplifikation erfolgen. Wie eingangs beschrieben wurde, 
enthalt der analytische Ansatz aus dem Zellextrakt neben 
der ds-cDNA aus den verschiedenen RNA-TranspleiSprodukten 
aber auch noch in sehr viel hoherer Konzentration ds-cDNA 
aus der noch ungespleifiten Sonden-RNA. Letztere ds-cDNA- 
30 Fraktion wurde also in einer nachf olgenden PCR bevorzugt 
amplifiziert werden, wbdurch die ds-cDNAs aus den RNA- 
Transspleifi-Produkten keine gelanalytisch nachweisbaren 
PCR-Produkte erbringen. Die ds-cDNA aus der ungespleifiten 
Sonden-RNA mufi also vor der PCR-Amplif ikation spezifisch, 
35 etwa uber einen Restriktionsverdau, beseitigt (gespalten) 
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werden. Im konkreten Beispielfall wird der Analyseansatz 
unter geeigneten Bedingungen mit dem selten spaltenden 
Restriktionsenzym Swa I versetzt # welches die ds-cDNA aus 
der ungespleiSten Sonden-RNA in dessen Outron-Anteil in der 

5 8-mer Erkennungsf olge ATTT/AAAT spezifisch spaltet (s. Fig. 
Q, Stufen 5-6 untere Darstellung) , so dass eine 
nachfolgende PCR keine Amplif ikation mehr liefert (s. Fig, 
Q, Stufe 7 unten) . Die ds-cDNA aus der transgespleifeten 
RNA, welche sehr waftrscheinlich diese seltene Rest rikt ions - 

10 schnittstelle hicht enthSlt (s. Struktur dieser: „kein 
ATTTAAAT u , S- z.B. Fig. Q Stufe 5, obere Darstellung) wird 
jedoch durch die enzymatische Behandlung sehr wahr» 
scheinlich nicht gespalten und bleibt intakt (s. Abb Q, 
Stufe 6 oben) und kann anschlieSend mit zwei spezifischen 

15 Primern PCR-amplif iziert und nachgewiesen werden (s. Fig. 
Q, Stufe 7 oben) . 

Alternativ zu der obigen Methode ist es auch moglich, die 
ds-cDNA zunachst begrenzt nach dem untenstehenden Protokoll 
zu amplif izieren (ca. 5-15 PCR-Cyklen) , sodann einen 
20 vollstandigen Verdau z.B. mit Swa I durchzufuhren, und 
danach eine weitere komplette PCR (3 0-35 PCR-Cyclen) mit 
den gleichen oder (besser) anderen geeigneten Primern zu 
vol 1 Ziehen. 

Nach abgeschlossener Inkubation mit dem Restriktionsenzym 
25 erfolgt dann unter geeigneten Bedingung eine polyzyklische 
(ca. 35 fache) PCR. 

Im Falle der Ansatze mit einer Sonden-RNA mit einer 5' 
TransspleiSstelle sind die beiden verwendeten Primer hierzu 
zum einen: 1) Ein erster Primer, der im Exonteil aus der 
30 Sonden-RNA bindet, und der identisch ist mit dem Primer zur 
Synthese des zweiten Stranges der ds-cDNA (s. willkurl. 
Beispielfall: 5 ' - AGAAGAACGGAAGAACAA- 3 ' , s. Fig. Q4, Q7) 
oder aber ein Primer, der downstream jenes ds-cDNA- Primers 
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zum Sonden-RNA- Exon bindet. Sofern eine sog. Nested PCR 
durchgefuhrt werden soil (nicht aufgefuhrt in Fig. Q) , muss 
der PCR- Primer der zweiten PCR entsprechend downstream des 
Primers der ersten PCR im Exon der Sonden-RNA binden. 2) 

5 Der zweite Primer ist analog der terminalen (5') Folge der 
18-21 N-Nucleotide des Primers, welcher den distalen Oligo- 
T-Anteil enthalt, und welcher zur ss-cDNA-Synthese 
eingesetzt wurde (s. Fig, Q7, Beispielf all : 
5' -AACCTTCCAACCGGCCAA-3' ) - Sofern bei der ss-cDNA-Synthese 

10 eine ca. .40-mer-Folge . anstelle einer 18-21-mer-Folge 
upstream des distalen Oligo-T-Anteiles eingesetzt wurde, 
kann eine Nested PCR durchgefuhrt werden, wobei der 18-21- 
mer Primer der ersten PCR der 5' -terminalen Folge und der 
18 -21-mer- Primer der zweiten PCR der 3 ' -terminalen Folge 

15 jener oben genannten 40-mer-Folge entspricht. 

Im Falle der Ansatze mit einer Sonden-RNA mit einer 3' 
Transspleifcstelle sind die verwendeten Primer hierzu zum 
einen: 1) Ein erster Primer, welcher zur 2 . -Strang- Synthese 
der ds-cDNA eingesetzt wurde (verJrilrzter Cap-Primer) (s. 

20 Fig. R7, Beispielf all : 5' -GGTTGGAAGGTTGGAAG-3 ' ) Sofern ein 
Cap- Primer mit einer entsprechenden uberhangenden Folge von 
36-40 Nucleotiden eingesetzt wurde, kann hier anschliefiend 
eine sog. Nested PCR durchgefuhrt, wobei der 18-21 mer 
Primer der ersten Nested PCR zum 5' -terminalen Anteil der 

25 36-40 mer Folge und der 18-21 mer Primer der zweiten Nested 
PCR zum 3 ' -terminalen Anteil dieser Folge von 36-40 
Nucleotiden paart. 2) Der zweite PCR-Primer ist analog 
einer bekannten Sequenz von 18-24 mer im exonischen Anteil 
der Sonden-RNA, bzw. der diese RNA codierenden DNA (s. Fig. 

30 R7 , Beispielf all : 5 ' - CTTGTTCTTCCGTTCTTCT- 3 ' ) . Im Falle 
einer durchzufuhrenden Nested PCR ist der Gegenprimer 
dieser zweiten Nested PCR dann ein 18-21 mer Primer, der 
ebenfalls analog zu einer entsprechenden exonischen Sequenz 
der Sonden-RNA ist, der jedoch downstream des Primers der 

35 ersten Nested PCR zum Exon paart. 
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Die aus der cDNA-PCR entstandenen unterschiedlichen PCR- 
DNA-Produkte, die aus entsprechenden, verschiedenen zur 
RNA- Sonde hin transgespleifiten zellularen RNAs abstammen, 
werden anschliefiend uber geeignete Verfahren zunachst 

5 . selektioniert (kloniert) . Die Selektionierung der 
unterschiedlichen PCR-Produkte kann im einfachsten Fall 
durch - das Herausschneiden der einzelnen PCR-DNA-Fragmente 
aus dem analytischen Gel geschehen; gunstiger ist aber eine 
Klonierung aller entstandenen PCR-Produkte in geeignete 

10 Plasmide und eine nachfolgende Sequenzierung der aus der 
PCR hineinklonierten PCR-DNA aus dem Transspleifiprodukt . 
Die kloniert en bzw. selektionierten cDNA- PCR-Produkte 
werden dann mit einem der beiden Primer aus der obigen PCR 
nach standardisierten Verfahren sequenziert (s. Fig. Q8, 

15 Fig. R8) . 

Das sequenzierte PCR-Produkt enthalt dann neben . einer 
bekannten Sequenzfolge aus dem exonischen Anteil der 
Sonden-RNA noch den transgespleiSten exonischen Teil aus 
der unbekannten zellularen Target -RNA. 

. 20 Im Falle, dass eine 3' Spleifistelle auf einer zellularen 
Target-RNA mit einer 5' Spleifistelle der Sonden-RNA 
. interagierte , liegt der unbekannte Anteil aus der Target- 
RNA im hinteren sequenzierten Abschnitt des PCR-Produktes 
und beginnt mit dem Exon-Anf ang der 3 ' Spleifistelle 
25 (unbekannte Sequenz) und endet nach 10-1000 Nucleotiden 
(Fig. Q8) mit der Folge A 15 und der reversen Folge des 
mind. 18 mer langen Anhanges zum T 15 -Primer bei der 
Erst Strang- cDNA-Synthese . (Fig.. Q5, Q6) . Im Falle, dass eine 
5' Spleifistelle auf einer zellularen Target-RNA mit einer 
30 3' Spleifistelle einer Sonden-RNA interagierte, liegt der 
unbekannte Anteil aus der Target-RNA im vorderen 
sequenzierten Abschnitt des PCR-Produktes und beginnt nach 
der Sequenz des terminalen cap-Primers. Nach 10-1000 
Nucleotiden aus der unbekannten zellularen RNA folgt dann 
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die 3-Basenfolge aus dem Exonanteil der 5' SpleiSstelle 
dieser Target-RNA (z.B. die Folge GAG, s. Fig. R) , gefolgt 
von der exonischen Sequenz der Sonden-RNA bis zur 
Bindungstelle des Primers aus der vorherigen cDNA-PCR. 

5 Nach Sequenzermittlung der exonischen Anteile der zur RNA- 
Sonde hin transgespleiSten zellularen RNAs (vgl. Fig. 01, 
unterer Teil) ist der erste, aufwandigere Teil des 
Nacjiweises zelluiarer naturlicher RNA-TransspleiSprodukte 
abgeschlossen. Es muss dann im zweiten Teil abschlieSend 

10 uberpruft werden f ob die entsprechenden per se 
transspleiSf ahigen zellularen RNAs in vivo in der Zelle zu 
daraus moglicherweise resultierenden RNA-TransspleiS- 
Produkten (Hybrid-RNAs) interagieren . ( s . Fig. 02, bzw. SI). 

Konkret ist also nur noch zu untersuchen, ob diese 

15 prinzipiell zu einem TranspleiS befahigten 5' SpleiSstellen 
und 3' SpleiSstellen auf den verschiedenen zellularen pre- 
mRNA-Spezies auch in vivo in der lebenden Zelle 
interagieren, um danach eine transgespleifite Hybrid-mRNA 
enstehen zu lassen, die also von 2 Genorten abstammt, und 

20 die unter Umstanden . pathogene/maligne Proteine codiert 
(Fig. 02, SI) . Dies geschieht wiederum in einer cDNA-PCR 
aus der Gesamt-RNA der Zellen, wobei die beiden PCR-Primer 
in ihrer 18-24 mer Sequenz zum einem (= Primer C in Fig. 
02) zu einer beliebigen, zuvor sequenzierten exonischen 

25 Sequenz A (s. Fig. SI) des moglichen Trans spleiSpartners A 
mit einer potent en 5' SpleiSstelle, und zum anderen (= 
Primer D in Fig. 02) zu einer beliebigen, zuvor 
sequenzierten (s. Fig. SI) exonischen Sequenz B des 
moglichen TranspleiSpartners B mit einer potenten 3' 

30 SpleiSstelle 'analog sind. Im Falle, dass mit diesen beiden 
PCR-Primern ein PCR-Produkt entsteht, ist stringent 
anzunehmen, dass dieses PCR-Produkt aus einer entsprechend 
transgespleiSten zellularen Hybrid-mRNA abstammt . Durch 
eine abschlieSende Sequenzierung. des PCR-Produktes (Fig. 
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S5) ist der zellulare TransspleiS entsprechend zu 
bestatigen, So'fern mit der Sonden-RNA mit der 
5'Splei£stelle X-viele, verschiedene potente 5' 
Transspleifcstellen bzw. zugehorige RNAs als diesbezugliche 

5 cDNA-PCR-Produkte, und mit der Sonden-RNA mit der 
3'SpleiEstelle Y-viele, verschiedene potente 3' 
Transsplei&stellen bzw. zugehorige RNAs als diesbezigliche 
cDNA-PCR-Produkte i dent if iziert wurden, sind dann im 
abschliefcenden Uberprufungsverf ahren alld moglichen 

10 Kombinationen von potenten TransspleiSstellen auf den 
verschiedenen zellularen pre-mRNAs zu berftcksichtigen; es 
sind also X mal Y verschiedene PCR-Reaktionen mit den 
entsprechenden, verschiedenen Primerkombinationen durchzu- 
f uhren . 

15 Im Falle von nachgewiesenen, natur lichen zellularen RNA- 
TransspleiSprodukten ist sodann die daraus abgeleitete 
Proteinsequenz zu bestimmen. Uber Immunoblots kann dann 
uberprrift werden, ob und in welchem MaSe das aus dem 
TransspleiSprodukt hypothetisch hergestellte Hybrid- Protein 

20 in vivo auch tatsachlich exprimiert wird. Im letzten 
Schritt ist dann noch eine mogliche Pathogenitat des 
Hybridproteins zu untersuchen. Hierzu wird im einfachsten 
Fall etwa eine ds-cDNA, welche die bereits eine fertig 
transgespleiSte Hybrid-mRNA codiert, in gesunde Zellen 

25 eingebracht. Aus dieser ds-cDNA bildet die Zelle dann die 
entsprechende mRNA mit dem zugehorigen Hybrid- Protein, das 
dann evtl. pathologische Prozesse bzw. eine Tumor- 
Transformation in der Zelle auslost, sofern es sich urn ein 
maligne wirkendes Protein handelt. 

30 Die Erfindung betrifft im dritten beschriebenen 
Anwendungsfall also eine eingebrachte transspleifif ahige 
RNA, die wiederum nur aus einem Exon. und einem Outron 
besteht, und die als RNA-Sonde zur Identif ikation zunachst 
per se transspleiSfahiger zellul^rer RNAs dient. Die 
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Erf indung betrif f t auch . das spezielle systematische 
Nachweisverf ahren zur Sequenzermittlung transspleiSf ahiger 
zellularer RNAs und daraus entstandener , zellularer 
transgesplei&ter Hybrid-mRNAs, wie dies im vorangegangenen 
5 Abschnitt beschrieben ist. 

Die Erfindung im Anwendungsf all drei betrifft also auch 
einen Kit zur Identif ikation von TransspleiSstellen auf 
zellularen RNAs, aus denen ggf. transgespleiSte, maligne 
Hybrid-RNAs nachweisbar sind, wobei der Kit die 
10 erf indungsgemafie Sonden-RNAs sowie weitere Primer zur 
gezielten cDNA-Synthese und PCR-Amplif ikation u nd ein 
Anweisungsprotokoll umfasst. 

Die Sonden-RNA ist eine pre-mRNA mit 150-300 Basen (sofern 
ein Protein codiert wird mit einigen hundert Basen) Lange f 

15 die wiederum eine sehr potente 5' oder 3' Spleifistelle 
enthalt. Die Sonden-RNA weist ferner in einem Unterfall A 
eine Oligo-U-Region im Outronteil auf, im Unterfall B 
entfallt diese Region. Die Sonden-RNA bzw. die codierende 
DNA hat im jeweiligen Outron-Bereich zudem eine 8-12 mer 

20 Erkennungsnucleotidfolge fur ein selten spaltendes 
Restriktionsenzym, etwa die Folge AUUU/AAAU auf RNA-Ebene, 
welche in der aus der RNA hergestellten ds-cDNA durch ein 
entsprechendes Restriktionsenzym, hier: Swa I, in einem 
spateren Analyseschritt gespalten wird. Die jene RNA 

25 codierende DNA, die in die lebenden, zu analysierenden 
Zellen eingebracht wird, enthalt zudem einen Promotor mit 
Enhancer -Elementen, ein Polyadenylierungssignal und einen 
Repl ikat i ons - Origin . 

Die DNA, welche eine Sonden-RNA mit einer 5'-Trans- 
30 SpleiSstelle codiert, hat folglich folgende Struktur (von 
5' nach 3'): 

a) Zu Beginn liegt ein Replikationsorigin {z.B. aus 
SV40) , gefolgt von 
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b) einem starker Promotor mit Enhancer (z.B. aus SV40) 
(vgl. hierzu z.B. Fig, Gl, HI). 

c) In der nachf olgenden Sequenz, jedoch mind. 10 
Nucleotide upstream der 5' Spleifistelle liegt eine 

5 A/G-reiche Region oder eine andere spezielle Region, 

die. als SpleiJSenhancer-Region dient (s. Fig. 12, dort 
als RNA-Sequenz) . 

d) 40-120 Nucleotide hinter dem Promotorende (Beginn der 
hieraus codierten RNA) liegt an der Exon/Outron-Grenze 

10 . die 5' SplleiSstelle mit der Sequenz (A/G) -A-G-G-T-A- 

(A/G) -G-T (s. Fig. Ql,. dort als RNA-Sequenz), bzw. mit 
der bevorzugten Sequenz: A-A-G-G-T-A-A-G-T 

e) 10-30 Nucleotide downstream der obigen Sequenz liegt 
bei dem Typ A dieser DNA eine Folge von 15-18 Thymidin 

15 (T) (s. Fig. Ql) ; bei dem Typ B dieser DNA entfallt 

diese Folge. 

f) 10-30 Nucleotide downstream der Poly- T- Folge. (DNA- Typ 
A) bzw. 20-60 Nucleotide downstream der 5' 

• SpleiSstelle (DNA- Typ B) liegt eine 8-12 mer 
20 . Nucleotidfolge zur Erkennung eines selten spaltenden 

Restriktionsenzyms (etwa die Folge ATTT/AAAT zur 
Erkennung von Swa I, s Fig. Ql, dort als RNA) . 

g) 10-50 Nucleotide hinter dieser Region liegt die 
Polyadenylierungserkennungsstelle A-A-T-A-A-A gefolgt 

25 von einer downstream G/T-reichen Region (2. 

Polyadenylierungs-s telle, z.B. aus SV40) , (Fig. Gl, 
HI) . 

Die DNA, welche eine Sonden-RNA mit einer 3'Trans- 
SpleiSstelle codiert, hat folglich folgende Struktur (von 
30 5 ' nach 3 ' ) : 
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a) Zu Beginn liegt ein Replikationsorigin (z.B. aus 
SV40) , gefolgt von 

b) einem starker Promotor mit Enhancer (z.B. aus SV40) 
(vgl. hierzu z.B. Fig. Gl, HI). 

5 c) 20-60 Nucleotide downstream der Promotorregion (RNA- . 

Anfang, mit Cap-Site) liegt bei dem Typ A dieser DNA 
eine Folge von 15-18 Thymidin (T) (s. Fig. Rl) ; bei 
dem Typ B dieser DNA entfallt diese Folge. 

..'.)•'" 

. d) 10-40 Nucleotide downstream der Poly-T-Folge (DNA- Typ 
10 a) bzw. 30-100 Nucleotide downstream des Promotorendes 

(DNA- Typ B) liegt eine 8-12 mer Nucleotidf olge zur 
Erkennung eines selten spaltenden Restriktionsenzyms 
(etwa die Folge ATTT/AAAT zur Erkennung von Swa I) (s. 
Fig. Rl, dort als RNA-Sequenz) . 

15 e) 10-30 Nucleotide downstream dieser Restriktions- 
enzyms -erkennungs folge liegt die Branch-A-Region der 
3' Spleifistelle mit der Folge T- (A/G) - (C/T) -T- (A/G) -A- 
(C/T) - (A/G) (Fig. Rl) . 

f) 10-30 Nucleotide downstream dieser Branch- A- Folge 
20 liegt eine Polypyrimidinbasenf olge aus 15-18 mer T/C 

. gefolgt von dem SpleiSstellendinucleotid AG zum Ende 
des Outrons (Fig. Rl) . 

g) In der nachf olgenden Sequenz ab Beginn des Exons, 
jedoch mind. 10 Nucleotide downstream des AG der 3' 

25 SpleiSstelle und mind. 30 Nucleotide upstream der 

Polyadenylierungs telle liegt eine A/G-reiche Region 
oder eine andere spezielle . Region, die als 
Spleifienhancer-Region dient (Fig. J2, dort als RNA- 
Sequenz) . 



30 h) 



Die nachfolgende Sequenz ab Beginn des Exons kann 
zudem als cDNA fur ein kurzes, in situ leicht 
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nachweisbares unvollstandiges Protein codieren r dessen 
Sequenz etwa ab Aminosaure 2 im Exon beginnt, und das 
durch eine Terminations signal (TAG etc.) abgeschlossen 
wird, welches jedoch den . Translations -Startcodon ATG 
nicht enthalt. 

80-140 Nucleotide bzw. , sofern ein unvollstandiges 
Protein codiert wird, einige hundert Nucleotide hinter 
dem SpleiSstellendinucleotid AG liegt die primare 
Poly-adenylierungsstelle A-A-T-A-A-A gefolgt von einer 
downstream G/T-reichen Region (zweite, 

Polyadenylierungs telle, z.B. aus SV40) (vgl . hierzu 
z.B. Fig. Gl # HI) . 



Die Erfindung fur den Anwendungsf all 2 soil anhand eines 
15 Beispiels naher erlautert werden, ohne dass die Erfindung 
auf dieses Beispiel zu beschranken ist. 

Beispiel 

Transspleifc zwischen einer kunstlich geschaf f enen, 
unvollstandigen RNA, codiernd fur das HSV-TK- Protein, und 
20 einer Alpha-Feto-Protein-RNA (AFP-RNA) aus Tumorzellen zur 
selektiven Abtotung dieser Tumorzellen: 

Die HSV-TK- Protein- codiernde RNA wird zunachst dadurch in 
den Zellen erzeugt, dass eine entsprechende DNA in alle 
Zellen (Tumorzellen und Normalzellen) eingebracht wird, 

25 welche jene RNA abschreibt. Urn eine stake Transskription zu 
erreichen, ethalt diese DNA wiederum einen starken Promotor 
mit ensprephenden Enhancerregionen z.B. aus SV40 (s. Fig. K 
1). Damit eine am 3'-Ende stabile pre-mRNA erzeugt wird, 
enthalt diese DNA ferner eine stake Polyadenylierungs- 

30 erkennungsstelle (etwa auch aus SV40) mit einer AATAAA- 



i) 



10 
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Region upstream und einer Poly-GT-region downstream der 
Polyadenylierungs- Cleavage -Site (s. Pig. Kl) . 

Diese DNA enthalt ferner in ihrem wesentlichen hinteren 
Teil die komplette DNA- Folge, welche ab Aminosaure 2 des 

5 Zelltod-Proteins codiert. Diese DNA-Sequenz. wird dabei \iber 
eine cDNA- Folge, abgeleitet aus der mKNA, erhalten (s. Fig. 
Kl) . Im Falle des HSV- TK- DNA- Kons tukt e s ist dies die 
codierende Nucleot id- Folge fur die Aminosaure, 2 (= Ala) bis 
zur letzten Aminosaure 376 (= Val) , auf welche das 

10 Terminationssignal UAG bzw. TAG folgt (s. Fig. Ml). 

Upstream zur ab Aminosaure 2 der HSV-TK- Proteins 
codierenden Region liegt auf dieser DNA eine Region, welche 
fur einen Peptidstretch codiert (Protease-Linker) , der 
durch eine zellular immer vorhandene spezifische Protease 
15 gespalten wird. Diese Folge ist je nach Proteasentyp bis zu 
15 Aminosauren lang, wird also durch bis zu 45 Nucleotide 
auf der DNA codiert (s. Fig.. Ml) . 

Upstream dieser Protease-Linker-Region liegt unmittelbar am 
Exonrand der 3 ' SpleiSstelle noch ggf. ein Reading- Frame - 

20 Linker, bestehend aus 1 Oder 2 Nucleotiden, um einen 
Frameshif t zur translatierten Nucleotidf olge aus dem 
transgespleifiten codierenden Exon 1 der Tumor- spezifischen 
RNA auszugleichen. Bei einem Transspleifi zum Exon 1 des 
AFP, wie in diesem Beispielfall, ist hier eine Korrekur um 

25 2 Nucleotide uber 2 zusatzliche Basen (hier wurde CU bzw. 
CT gewahlt) notwendig (s. Fig. Ml). Im Falle eines 
TransspleiSes hat die transgespleiSte RNA in ihrer SpleiS- 
Verbindungstelle in diesem speziellen Fall dann die Folge 
GCU (codierend fur Ala) (s. Fig. M2) , so dass .eine 

30 Frameshif t durch ein „uberzahliges w Einzelnucleotid (hier 
ein G) aus dem Exon 1 der AFP-RNA ausgeglichen wird. 

Oberhalb des Reading- frame-Linkers liegt der Outronbereich, 
welcher mit der 3' SpleiBstelle abschlieSt. Diese 3' 
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SpleiSstelle soli wiederum eine sehr starke SpleiSkompetenz 
haben. Dies bedeutet das Vorhandensein eines ausgepragten 
Polypyrimidinbasen- (U/C. bzw. T/C) Stretches unmittelbar vor 
dem SpleiSstellendinucleotid AG, sowie . etwa 10-3 0 
5 Nucleotide upstream davon eine starke Branch.- A- Region 
(nicht eingezeichnet in Fig. Ml, vgl. Fig. J2) . 

Eine TransspleiSreaktion von der singularen, kunstlichen 
3' SpleiSstelle,, auf der HSV- TK-pre -mRNA spezifisch und 
selektiv zur 5' SpleiSstelle des Exons 1 der AFP - pre - mRNA 

10 wird dadurch erreicht, dass diese HSV-TK-pre-mRNA im 
Outron-Bereich oberhalb der Branch- A- Region wegen der 
geforderten Substratspezif itat eine Folge von mindestens 18 
Basen aufweist, die spezifisch zur AFP-pre-mRNA uber 
Antisensstrukturen paart. Hierdurch wird eine feste Bindung 

15 zwischen beiden RNA-Molekulen eingegangen, wodurch die 
TransspleiSef f izienz um mehrere Zehnerpotenzen erhoht wird. 
Diese RNA-RNA-Hybridisierung sollte zudem so liegen, dass 
hierdurch die dem Exon 1 nachfolgende 3 ' -SpleiSstelle im 
Poly-U/C-Bereich und im AG-Bereich (gelegen an der Grenze 

20 zum Exon 2 hin) auf der AFP-pre-mRNA blockiert wird (s. 
Fig. Ml) . Hierdurch wird die TranspleiSef f izienz nochmals 
erhoht, da eine konkurrierende Cis-SpleiSreaktion zwischen 
Exon 1 und Exon 2 der AFP-RNA dann nicht mehr moglich ist. 

Durch den TransspleiS zwischen dem Exon 1 der AFP-RNA der 
25 Tumorzellen und dem Exonanteil der unvollstandigen, 
kunstlich erzeugten Zelltod-RNA (= HSV-TK-RNA) wird 
schlieSlich eine mRNA erzeugt, die ein AUG-Startcodon im. 
passenden, richtigen Leserahmen zur Aminosaure 2 (= Ala) 
der HSV-TK-RNA tragt. Das nach Ablesen der transgespleiSten 
30 RNA (s. Fig. M2) hergestellte Hybridprotein enthalt 
schlieSlich in diesem speziellen Beispielfall die 
Aminsauren Met 1 bis He 28 aus der AFP-RNA, gefolgt von 3 
Nucleotiden (GCU) in der SpleiS-Verbindungstelle, die 
letztlich far den Leserahmenausgleich sorgen, und gefolgt 
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von einer Region aus bis zu 15 Aminosauren, welche eine 
spezifische Proteaseerkennurigsregion tragt. An diese Region 
schlieSt sich dann die eigentliche HSV-TK-Protein-Region 
(von Aminosaure 2 = Ala, bis Aminosaure 376 = Val) an. Das 

5 fertigte Hybridprotein wird dann in der spezif ischen 
Protease -Erkennungsregion durch eine zellulare Protease 
gespalten (s. Fig. M3) , urn eventuell bei der HSV-TK- 
Enzymfunktion storende fremde Proteinanteile (aus dem AFP- 
Anteil). abzuspalten. Das HSV-TK-Enzym liegt dann nur in den* 

10 Krebszellen, nicht aber in den gesunden Zellen vor, (Nur in 
den Krebszellen ist ein entsprechender TransspleiS zur der 
nur hier vorliegenden AFP-RNA moglich, der letztlich dieses 
Protein liefert) . Dieses Enzym setzt dann in den 
Krebszellen das zugefuhrte Medikament Ganciclovir in eine 

15 phosphoryliertes Derivat urn, wodurch hier letztlich der 
Abbruch der gesamten DNA-Replikation der Krebszelle 
erreicht wird,. so dass diese abstirbt. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Reparatur eines mutierten. Exons einer 
5 pre-mRNA in einer Saugerzelle, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

in die Saugerzelle eine DNA eingebracht wird, die fur eine 
Reparatur-RNA in Form einer pre-mRNA codiert, die em 
nlcht-mutiertes Exon mit. mindestens einem f lankierenden 
10 Outron umfasst, wobei das mutierte Exon einer geschadigten 
zellularen RNA mit dem nicht -mutierten Exon der Reparatur- 
RNA mittels der in der Zelle naturlich vorkommenden 
SpleiJSkomponenten uber einen RNA-TransspleiS ausgetauscht 
und so das mutierte Exon repariert wird, 

15 

2. Verfahren nach Anspruch 1 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die eingebrachte DNA eine Nucleotid-Sequenz umfassend einen 
Replikat ions - Origin , einen RNA- Polymerase - 1 1 - Promoter und 
20 eine Signalsequenz am 3 1 -Ende fur eine pre-mRNA- 
Polyadenylierung aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

25 in aus der DNA abgeleiteten Reparatur-RNA ein 5' Outron 
und/oder ein 3 1 Outron mit mindestens zehn Nucleotiden 
eingesetzt wird. . 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
30 dadurch gekennzeichnet, dass 

in der Reparatur-RNA . jedes Outron mindestens eine 
Antisenssequenz aufweist, die uber eine Lange von 
mindestens 18 Basen in Antisens zu dem mutierten Exon 
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und/oder zu einem f lanklerenden Intron-bereich des 
mutierten Exons paart. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche 
5 dadurch gekennzeichnet, dass 

in der Reparatur-RNA die Antisenssequenz in dem 5 1 Outron 
zur intronischen Polypyrimidinbasenf olge einer 3 1 
SpleiSstelle des mutierten Exons, und diese Antisenssequenz 
* in dem 3 1 Outron zur intronischen Nucleotidf olge einer 5 1 
10 SpleiSstelle des mutierten Exons paart. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche 
dadurch gekennzeichnet, dass 

in der Reparatur-RNA das 5' Outron als Komponenten der 3 1 
15 SpleiSstelle eine Branch- A- S telle, einen Poly- 
Pyrimidinbasen- Stretch und ein AG-Dinucleotid an der Grenze 
zum Reparaturexon und das 3 1 Outron als essentielle 
Komponente der 5' SpleiSstelle ein GU-Dinucleotid an der 
Grenze zu dem Reparaturexon aufweist. 

20 

7. Verfahren nach einem. der vorhergehenden Anspruche 
dadurch gekennzeichnet , dass 

in der Reparatur-RNA in dem 5 1 Outron die Branch-A-Stelle 
der 3' SpleiSstelle die 8-mer Sequenz U-A/G-C/U-U-A/G-A- 
25 C/U-A/G und der Poly-Pyrimidinbasen-Stretch die Sequenz von 
15-18 mer (U/C) aufweist, und in dem 3 1 Outron der 
intronische Anteil der 5' SpleiSstelle die 6 -mer Sequenz G- 
U-A/G-A/G-G-U aufweist. 

30 8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche 
dadurch gekennzeichnet, dass 

in der Reparatur-RNA das Reparturexon neben der nicht 
mutierten Wildtyp- Sequenz an seinem 3' Ende noch die 3-mer 
Sequenz A/G-A/G-G als exonische 5 1 SpleiSstellensequenz 
35 aufweist, sofern dem Reparaturexon ein Outron folgt und 
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durch diese Sequenz keine anderen 1 oder 2 Aminosauren im 
Vergleich zur homologen Wildtyp-Exon-Sequenz codiert 
werden . 

5 9. . Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprftche 
dadurch gekennzeichnet, dass 

in der Reparatur-RNA das Reparaturexon neben der nicht 
mutierten Wildtyp- Sequenz durch Veranderungen einzelner 
Nucleotide mindestens eine Exonische Splei£- Enhancer (ESE) - 
10 Sequenz umfasst, ohne dass durch diese ESE-Sequenz (en) 
zusatzliche oder andere Aminosauren im Vergleich zur 
Wildtyp-Exon-Sequenz codiert werden. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche 
15 dadurch gekennzeichnet, dass 

in der Reparatur-RNA das Reparaturexon alternativ zu seiner 
nicht mutierten Wildtyp- Sequenz nur dieses Exons auch eine 
cDNA-Folge, abgeleitet aus mehreren Exonen inklusive des zu 
reparierenden Exons mit der nicht mutierten Sequenz 
20 aufweist. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Reparatur-RNA nur ein einziges, distales 3 % Outron 
25 umfasst, sofern die DNA des Reparaturexons eine cDNA-Folge 
aufweist, die ab Exon 1 der zu reparierenden RNA beginnt 
und mit dem zu reparierenden Exon endet . 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche 
30 dadurch gekennzeichnet, dass 

die Reparatur-RNA nur ein einziges, proximales 5 1 Qutron 
umfasst, sofern die DNA des Reparaturexons eine cDNA-Folge 
aufweist, die mit dem zu reparierenden Exon beginnt und mit 
dem letzten Exon inklusive der Polyadenylierungsstelle der 
35 zu reparierenden RNA endet. 
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13. Transsplei£-RNA codierende DNA 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die DNA eine Nucleotid-Sequenz umfassend einen 
5 Replikations-Origin, einen RNA-Polymerase-II-Promoter und 
eine Signalsequenz am 3 1 -Ende fur eine pre-mRNA-. 
Polyadenylierung aufweist. 

14, Reparatur*RNA codierende DNA nach Anspruch 13, 
10 dadurch gekennzeichnet , dass 

in aus der DNA abgeleiteten Reparatur-RNA ein 5 1 Outron 
und/oder ein 3 1 Outron mit mindestens zehn Nucleotiden 
enthalten ist. 

15 15. Reparatur-RNA codierende DNA nach Anspruch 13 Oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

in der Reparatur-RNA jedes Outron mindestens eine 
Ant i sens sequenz umfasst, die uber eine Lange von mindestens 
18 Basen in Ant i sens zu dem mutierten Exon und/oder zu 
20 einem f lankierenden Intronbereich des mutierten Exons 
paart. 

16. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der Anspruche 
13 bis 15 

25 dadurch gekennzeichnet, dass 

in der Reparatur-RNA die Ant i sens sequenz in dem. 5' Outron 
zur intronischen Polypryrimidinbasenf olge einer 3 1 
SpleiSstelle des mutierten Exons und diese Antisenssequenz 
in dem 3 1 Outron zur intronischen Nucleotidf olge einer 5 1 

30 SpleiSstelle des mutierten Exons paart. 

17. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der Anspruche 
13 bis 16, 

dadurch gekennzeichnet, dass 
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in der Reparatur-RNA das 5' Outron als Komponenten der 
3 "SpleiSstelle eine Branch- A-Stelle, einen Poly- 
Pyrimidinbasen- Stretch und ein AG-Dinucleotid an der Grenze 
zum Reparaturexon und das 3 1 Outron als essentielle 
5 Komponente der 5 1 Spleifistelle ein GU-Dinucleotid an der 
Grenze zu dem Reparaturexon aufweist. 

18. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der Anspruche 
13 bis 17, 

10 dadurch gekennzeichnet, dass 

in der Reparatur-RNA in dem 5 1 Outron die Branch-A-Stelle 
der 3 1 SpleiSstelle die 8-mer Sequenz U-A/G-C/U-U-A/G-A- 
C/U-A/G und der Poly- Pyrimidinbasen- Stretch die Sequenz von 
15-18 mer (U/C) aufweist und in dem 3 1 Outron der 

15 intronische Anteil der 5 1 SpleiSstelle die 6-mer Sequenz G- 
U-A/G-A/G-G-U aufweist, 

19. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der Anspruche 
13 bis 18, 

20 dadurch gekennzeichnet, dass 

in der Reparatur-RNA das Reparturexon neben der nicht 
mutierten Wildtyp- Sequenz an seinem 3 1 Ende noch die 3 -mer 
Sequenz A/G-A/G-G als exonische 5 1 SpleiSstellensequenz 
aufweist, sofern dem Reparaturexon ein Outron folgt und 

25 durch diese Sequenz keine anderen 1 oder 2 Aminosauren im 
Vergleich zur homologen Wildtyp -Exon- Sequenz codiert 
we r den. 

20. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der Anspruche 
30 13 bis 19, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

in der Reparatur-RNA das Reparaturexon neben der nicht 
mutierten Wildtyp- Sequenz durch Veranderungen einzelner 
Nucleotide mindestens eine Exonische SpleiS- Enhancer (ESE) - 
35 Sequenz umfasst, ohne dass durch diese ESE-Sequenz (en) 
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zusatzliche oder andere Aminosauren im Vergleich zur 
Wildtyp-Exon-Sequenz codiert werden. 

21. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der Anspruche 
5 13 bis 20, 

dadurch gekennzeichnet f dass 

in der Reparatur-RNA die zugehorige DNA des Reparaturexons 
alternativ zu seiner nicht mutierten Wildtyp-Sequenz nur 
dieses Exons auch eine cDNA-Fol^fe, abgeleitet aus mehreren 
10 Exonen . inklusive. des zu reparierenden Exons mit der nicht 
mutierten Sequenz, aufweist. 

22. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der Anspruche 
13 bis 21, 

15 dadurch gekennzeichnet, dass 

die Reparatur-RNA nur ein einziges, distales 3' Outron 
umfasst, sofern die DNA fur das Reparaturexon eine cDNA- 
Folge aufweist, die ab Exon 1 der zu reparierenden RNA 
beginnt und mit dem zu reparierenden Exon endet . 

23. Reparatur-RNA codierende DNA nach einem der Anspruche 
13 bis 22, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

die Reparatur-RNA nur ein einziges, proximales 5 f Outron 
25 umfasst, sofern die DNA fur das Reparturexon eine cDNA- 
Folge aufweist, die mit dem zu reparierenden Exon beginnt 
und mit dem let z ten Exon inklusive der 
Polyadenylierungstelle der zu reparierenden RNA endet. 

30 24. Verfahren zum selektiven Abtoten von Tumorzellen 
in einer Zellpopulation, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

in die Zellpopulation eine DNA eingebracht wird, die fur 
eine kunstlich verkiirzte Zelltod-pre-mRNA codiert, wobei 
35 die Zelltod-pre-mRNA selektiv mittels der in den 
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Tumorzellen vorkommenden RNA-Bestandteile, die einen AUG- 
Codon als Translationsstart enthalten, und der naturlich 
vorkommenden SpleiSkomponenten uber einen TransspleiS N- 
terminal verlangert und so eine vollstandige Zelltod-pre- 
5 mRNA erhalten und ein vollstandiges Zelltod-Protein codiert 
wird, das . Tumor rellen auf direktem Oder indirektem Wege 
selektiv abtotet . 

25 . Verf ahren nach Anspruch 24 , 
10 dadurch gekennzeichnet, dass 1 

idie DNA eine Nucleotid-Sequenz umfassend einen 
Replikat ions -Origin, einen RNA-Polymerase-II-Promoter und 
eine Signalsequenz am 3 ! -Ende fur eine pre-mRNA- 
Polyadenylierung aufweist. 

15 

26. Verf ahren nach einem der Anspruche 24 oder 25, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die aus der DNA abgeleitete verkurzte Zelltod-pre-mRNA ein 
vorderes 5 1 Outron und ein Exon umfasst, wobei die DNA des 
20 Exons im distalen Teil eine Nucleotidf olge als cDNA 
aufweist, die ab Aminosaure zwei bis zur letzten Aminosaure 
des Zelltod- Proteins codiert. 

.27. Verf ahren nach einem der Anspruche 24 bis 26, 
25 dadurch gekennzeichnet,. dass 

bei der verkurzten Zelltod-pre-mRNA das 5' Ende des Exons 
eine Frameshif t-Sequenz aus 0, 1 oder 2 Nucleotiden 
auf weist . 

30 28. Verf ahren nach einem. der Anspruche 24 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

bei der verkurzten Zelltod-pre-mRNA das Exon hinter der, 
Frameshif t-Nucleotidf olge und vor der Nucleotidf olge ab 
Aminosaure 2 des Zelltodproteins eine Nucleotidfolge einer 
35 Protease -Erkennungsregion umfasst, die fur eine Peptidfolge 
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codiert, die durch naturlich vorkommende, zellulare 
Proteasen gespalten werden kann. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 24 bis 28, 
5 dadurch gekennzeichnet, dass 

bei der verkurzten Zelltod-pre-mRNA das Exon eine Exonische 
Spleifc-Enhancer (ESE) -Sequenz im Bereich der 

Proteaseerkennungsregion und/oder ira Bereich der ab 
Aminosaure 2 codierenden Region des 2elltodproteins 
10 aufweist, , ohne dass durch diese ESE- Sequenz (en) zusatzliche 
oder andere Aminosauren codiert werden. 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 24 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

15 bei der verkurzten Zelltod-pre-mRNA das Outron in dem 
distalen Bereich zum Exon hin eine 3 ! SpleiSstelle 
bestehend aus einer Branch- A- S telle, einem Poly- 
Pyrimindinbasen- Stretch und einem AG-Dinucleoitid an der 
Grenze zum Exon hin aufweist. 

20 

31. Verfahren nach einem der Anspruche 24 bis 30, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

bei der verkurzten Zelltod-pre-mRNA die Branch-A-Stelle der 
3 1 SpleiSstelle die 8-mer Sequenz 
25 U-A/G-C/U-U-A/G-A-C/U-A/G und der Poly-Pyrimidinbasen- 
Stretch die Sequenz von 15-18 mer (U/C) aufweist. 

32. Verfahren nach einem der Anspruche 24 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

30 die verkurzte Zelltod-pre-mRNA im Outron oberhalb ihrer 3 1 
Spleifistelle eine Antisenssequenz von mindestens. 18 
Nucleotiden umfasst, die in Antisens spezifisch zu einer 
speziellen Tumor- pre -mRNA paaren. 



35 
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33. Verfahren nach einem der Ansprilche 24 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Antisenssequenz im 5' Outron der unvollstandigen 
Zelltod-pre-mRNA zur spezif ischen Tumorzellen-pre-mRNA in 
5. deren Polypryrimidinbasenf olge der 3 1 SpleiSstelle upstream 
des zweiten codierenden Exons dieser RNA paart. 

34. Verfahren nach einem der Anspruche 24 bis 33, 
dadurch gekenrfzeichnet , dass 

10 bei der verkiirzten Zelltod-pre-mRNA das .5 1 Outron einen 
Translations start AUG aufweist, der nicht im Leserahmen ab 
Aminosaure 2 des Zelltodproteins des Exons liegt, und der 
fur ein kurzes Nonsenseprotein initiiert. 

15 35. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach Anspruch 
13, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

die verkurzte Zelltod-pre-mRNA ein vorderes 5' Outron und 
ein Exon umfasst, wobei die DNA des Exons im distalen Teil 
20 eine Nucleotidf olge als cDNA aufweist, die ab Aminosaure 
zwei bis zur letzten Aminosaure des Zelltod-Proteins 
codiert. 

36. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach Anspruch. 
25 13 Oder 35; 

dadurch gekennzeichnet, dass 

bei der verkurzten Zelltod-pre-mRNA das 5« Ende des Exons 
eine Frameshif t-Sequenz aus 0, 1 Oder 2 Nucleotiden 
aufweist . 

30 

37. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspruche 13, 35 oder 36, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

bei der verkurzten Zelltod-pre-mRNA das Exon hinter der 
35 Frameshift-Nucleotidfolge und vor der Nucleotidf olge ab 
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Aminosaure 2 des Zelltodproteins eine Nucleotidfolge einer 
Protease-Erkennungsregion umfasst, die fur eine Peptidfolge 
codiert, die durch naturlich vorkommende , zellulare 
Proteasen gespalten werden kann. 

5 

38. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspruche 13 , 35 bis 37, 

dadurch gekennzeichnet , dass 

bei der verkurzten Zelltod-pre-mRNA das Exon eine Exonische 
10 SpleiS-Enhancer (ESE) -Sequenz im Bereich der 

Proteaseerkennungsregion und/oder im Bereich der ab 
Aminosaure 2 codierenden Region des Zelltodproteins 
aufweist, ohne dass durch diese ESE -Sequenz (en) jedoch 
zusatzliche oder andere Aminosauren codiert werden. 

15 

39. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspruche 13 , 35 bis 38, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

bei der verkurzten Zelltod-pre-mRNA das Outron in dem 
20 distalen Bereich zum Exon hin eine 3 1 SpleiSstelle 
bestehend aus , einer Branch-A-Stelle, einem Poly- 
Pyrimidinbasen^ Stretch und einem AG-Dinucleotid an der 
Grenze zum Exon hin aufweist. 

25 40. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspruche 13, 35 bis 39, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

bei der verkurzten Zelltod-pre-mRNA die Branch- A- S telle der 
3 f Spleifistelle die 8-mer Sequenz U-A/G-C/U-U-A/G-A-C/U-A/G 
30 und der Poly- Pyrimidinbasen- Stretch die Sequenz von 15-18 
mer (U/C) aufweist. 

41. Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspruche 13, 35 bis 40, 
35 dadurch gekennzeichnet, dass 
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die verkurzte Zelltod-pre-mRNA im Outron oberhalb ihrer 3 ■ 
SpleiSstelle eine Ant i sens sequenz von mindestens 18 
Nucleotiden umfasst, die in Antisens spezifisch zu einer 
speziellen Tumor-pre-mRNA paaren. 

5 

42 . Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspruche 13, 35 bis 41, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

bei der verkurzten Zelltod-£re-mRNA die Antisenssequenz im 
10 5 1 Outron der unvollstandigen Zelltod-pre-mRNA zur 
spezifischen . Tumorzellen-pre-mRNA in deren 

Polypyrimidinbasenf olge der 3 1 Spieifcstelle upstream des 
zweiten codierenden Exons dieser RNA paart . 

15 43 . Modifizierte Zelltod-RNA codierende DNA nach einem der 
Anspruche 13, 35 bis 42, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

bei der verkurzten Zelltod-pre-mRNA das Outron einen 
Translationsstart AUG aufweist, der nicht im Leserahmen ab 
20 Aminosaure 2 des Zelltodproteins des Exons liegt, und der 
fur.ein kurzes Nonsensprotein initiiert. 

44 . Verf ahren zur Identif izierung von potentiellen 
Transspleifistellen in zellularen pre-mRNAs und nachfolgend 
25 zur Identif izierung naturlicher zellularer transgespleifiter 
RNAs 

dadurch gekennzeichnet, dass 

eine DNA in Zellen eingebracht wird, die fur eine RNA-Sonde 
codiert, die entweder nur eine einzige 5 1 Oder eine 3 1 

30 SpleiEstelle aufweist, wobei die RNA-Sonde in ihrer 
SpleiSstelle mit einer potenten TransspleiSstelle einer 
zellularen pre-mRNA zu einer transgespleiSten RNA 
interagiert, und die transgespleiSte RNA in einer cDNA-PCR 
amplifiziert und im Anteil aus der unbekannten. zellularen 

35 RNA sequenziert wird, und danach mit einer weiteren PGR- 
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Analyse untersucht wird,. wobei die beiden verwendeten 
Primer jeweils zu zwei bestimmten, zuvor sequenzierten 
exonischen Anteilen aus den beiden transgespleifcten 
zellularen RNAs . paaren, ob . die zwei bestimmten 
5 transpleiSf^higen zellularen RNAs in vivo uber diese cDNA- 
PCR nachweisbare transgespleiSte Hybrid-RNAs ausbilden. 

45, Verfahren nach Anspruch 44 
4 dadurch gekennzeichnet, dass 
10 diese Sonden-RNA codierende DNA eine Nucleotid-Sequenz 
umfassend einen Replikat ions -Origin, . einen RNA- Polymerase - 
II-Promoter nnd eine Signal sequenz am 3 1 -Ende fur eine pre- 
mRNA-Polyadenylierung aufweist. 

15 46. Verfahren nach Anspruch 44 oder 45, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Sonden-RNA eine pre-mRNA mit 150-250 Nucleotiden im 
Falle keiner Proteincodierenden Sequenzen im Exonbereich 
bzw. mit einigen . hundert Nucleotiden im Falle 
20 Proteincodierender Sequenzen im Exonbereich. darstellt, die 
eine einzige 5 1 oder 3 1 SpleiSstelle und demzuf olge ein 
Exon und ein Outron aufweist. 

47. Verfahren nach einem der Anspruche 44 bis 46, 
25 dadurch gekennzeichnet, dass 

das Outron in einem Teil der Sonden-RNA-Molekule eine Folge 
von 12 bis 18 Uracil -Nucleotiden und zudem stets eine 8-12 
mer Erkennungs- und Spaltungsnucleotidf olge fur ein 
Restriktionsenzym aufweist. 

30 

48. Verfahren nach einem der Anspruche 44 bis 47, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Sonden-RNA mit einer 3 1 Spleifistelle im proximalen 5 f 
Outron als Komponenten einer 3 1 SpleiSstelle eine Branch-A- 
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Stelle, einen Poly-Pyrimidinbasen- Stretch und ein AG- 
Dinucleotid an der Grenze zum Exon aufweist 

49. Verfahren nach einem der Anspruche 44 bis 48, 
. 5 dadurch gekennzeichnet , dass 

bei der Sonden-RNA mit einer 3 1 Spleifcstelle die Branch-A~ 
Stelle die .8 -mer Sequenz U-A/G-C/U-U-A/G-A-C/U-A/G und der 
Poly-Pyrimidinbasen- Stretch die Sequenz von 15-18 mer (U/C) 
aufweist. * 

10. 

50. Verfahren nach einem der Anspruche 44 bis 49, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

bei einer Sonden-RNA mit einer 3 1 . SpleiSstelle die DNA des 
Exons die unvollstandige cDNA-Sequenz ab Aminosaure 2 eines 
15 kleinen, leicht nachweisbaren Proteins aufweist, welche 
lediglich den Translationsstart ATG nicht enthalt. 

. 51. Verfahren nach einem der Anspruche 44 bis 47, 
dadurch gekennzeichnet, dass 
20 bei einer Sonden-RNA mit einer 5 1 SpleiSstelle diese RNA 
die 3 -mer Sequenz A/G-A/G-G am Ende des Exons gefolgt von 
der 6 -mer Sequenz G-U-A/G-A/G-G-U zu Beginn des 
' nachf olgenden distalen 3 1 Outrons aufweist. 

25 52. Verfahren nach Anspruch 44, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die RNA-TransspleiSprodukte bestehend aus dem exonischen 
Teil der Sonden-RNA und dem exonischen Anteil aus einer 
zunachst noch unbekannten zellularen RNA zuerst in eine ss- 
30 cDNA und dann in eine ds-cDNA uberfuhrt werden, die nach 
zuvorigem Zusatz eines Restriktionsenzymes, welches . eine 
spezifische Restriktionsenzymerkennungs-Nucleotidf olge im 
Outron-Anteil spaltet, uber eine PCR spezifisch 
amplifiziert und danach sequenziert wird. 

35 
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53. Verfahren nach Anspruch 44. Oder 52, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

zur Analyse von RNA-Transsplei£produkten unter Benutzung 
einer Sonden-RNA mit einer 5' . SpleiSstelle die ss-cDNA- 
5 Synthese mit einer reversen Transcriptase und mit einem 55- 
mer Primer der Sequenz N40-T15 und die nachf olgende ds- 
cDNA-Synthese mit einer DNA- Polymerase und einem 18-24 mer 
Primer erfolgt, der homolog zu einer entsprechenden Sequenz 
im Exon der Sofiden-RNA ist. 

10 

54. Verfahren nach Anspruch 44, 52 oder 53, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

zur Analyse von RNA- Trans spleiSprodukt en unter Benutzung 
einer Sonden-RNA mit einer 5' SpleiSstelle die nachf olgende 
15 erste PCR-Amplif ikation der ds-cDNA mit 

(a) einem 18-24 mer Primer, welcher der vorderen 5 1 -N- 
Nucleotidfolge des Primers N40-T15 Equivalent ist, und 

(b) einem 18-24 mer Primer, der identisch dem ds-cDNA- 
Synthese- Primer ist und zum Exon der Sonden-RNA 

20 bindet, erfolgt, 

und die nachfolgende (nested) zweite PCR-Amplif ikation 
mit 

(c) einem 18-24 mer Primer, welcher der hinteren N- 
Nucleotidfolge des Primers N40-T15 Equivalent ist, und 

25 (d) einem 18-24 mer Primer der ebenfalls zum RNA-Sonden- 
Exon jedoch zu diesem downstream des Primers (b) aus 
der ersten PCR bindet, erfolgt. 

55. Verfahren nach Anspruch 44 oder 52, 
30 dadurch gekennzeichnet, dass 

zur Analyse von RNA- Trans spleiSprodukt en unter Benutzung 
einer Sonden-RNA mit. einer 3' SpleiSstelle die ss-cDNA- 
Synthese mit einer reversen Transkriptase und mit einem 15- 
mer Primer T15 und 15 - 60 Minuten nach Start der ss-cDNA- 
35 Synthese nach Verminderung der Reaktionstemperatur auf ca. 
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30 Grad Celcius mit einem weitereren 48-mer Primer der 
Sequenz N40-G8 erf olgt, und die nachfolgende ds-cDNA- 
Synthese mit einer DNA- Polymerase und einem 18-24 mer 
Primer, welcher der vorderen 5 1 -N-Nucleotidf olge des 
5 Primers N40-G8 Equivalent ist, erf olgt . 

56. Verfahren nach Anspruch 44, 52 Oder 55, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

zur Analyse von RNA-Transsplei£produkten unter Benutzun^ 
■ 10 einer Sonden-RNA mit einer 3 1 SpleiSstelle die nachfolgende 
erste PCR-Amplif ikation der ds-cDNA mit 

(a) einem 18-24 mer Primer welcher der vorderen 5'-N- 
Nucleotidfolge des Primers N40-G8 nach Anspruch 56 
Equivalent ist, und 
15 (b) einem 18-24 mer Primer der zum ds-DNA-Sonden-Exon aus 
der Sonden-RNA paart, erf olgt, 

und die nachfolgende zweite PCR-Amplif ikation mit 
(c) einem 18-24 mer Primer, welcher der hinteren N- 
Nucleotidfolge des Primers N40-G8 Equivalent ist, und 
20 (d) einem 18-24 mer Primer erf olgt, der ebenfalls zum 
Sonden-Exon jedoch zu diesen downstream des Primers 
(b) aus der oberen, ersten PCR paart. 

57. Verfahren nach Anspruch 44 Oder 52, 
25 dadurch gekennzeichnet, dass 

die nachfolgende Sequenz analyse der erhaltenen PCR-Produkte 
mit einem der beiden Primer (a) oder (b) , bzw. im Falle 
einer nested PCR mit einem beiden Primer (c) oder (d) nach 
Anspruch 54 oder 56 erf olgt. 

30 

58. Sonden-RNA codierende DNA nach Anspruch 13 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Sonden-RNA eine pre-mRNA mit 150-250 Nucleotiden im 
Falle keiner Proteincodierenden Sequenzen im Exonbereich 
35 bzw. mit einigen hundert Nucleotiden im Falle 
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Proteincodierender Sequenzen im Exonbereich darstellt, die 
eine einzige 5 1 oder 3 1 SpleiSstelle und demzuf olge ein 
Exon und ein Outron aufweist. 

.5 59. Sonden-RNA codierende DNA nach Anspruch 13 oder 58, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

bei der Sonden-RNA das Outron in einem Teil der RNA- 
Molekule eine Fplge von 12 bis 18 Uracil -Nucleotiden und 
zudem stets eine 8-12 . mer Erkennungs- und 
10 Spaltungsnucleotidfolge fur ein Restriktionsenzym aufweist. 

•60. Sonden-RNA codierende DNA nach einem der Anspriiche 13, 
58 Oder 59/ 

dadurch gekennzeichnet , dass 
15 die Sonden-RNA mit einer 3' SpleiSstelle im proximalen 5 1 
Outron als Komponenten einer 3 1 SpleiSstelle eine Branch-A- 
Stelle, einen Poly- Pyrimidinbasen- Stretch und ein AG- 
Dinucleotid an der Grenze zum Exon aufweist 

20 61. Sonden-RNA codierende DNA nach einem der Anspruche 13., 
58 bis 60, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

bei der Sonden-RNA mit einer 3 1 SpleiSstelle die Branch-A- 
S telle die 8 -mer Sequenz U-A/G-C/U-U-A/G-A-C/U-A/G und der 
25 Poly- Pyrimidinbasen- Stretch die Sequenz von 15-18 mer (U/C) 
aufweist. 

62. Sonden-RNA codierende DNA nach einem der Anspriiche 13, 
58 bis 61, 

30 dadurch gekennzeichnet, dass 

bei einer Sonden-RNA mit einer 3 1 SpleiSstelle diese RNA 
codierende DNA im Exon die unvollstandige cDNA- Sequenz ab 
Aminosaure 2 eines kleinen, leicht nachweisbaren Proteins 
aufweist, welche folglich lediglich den Translationsstart 

35 ATG nicht enthalt. 
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63. Sonden-RNA codierende DNA nach eiriem der Anspruche 13, 
58 Oder 59, 

dadurch gekennzeichnet, dass . 
5 bei einer Sonden-RNA mit einer 5 f SpleiSstelle diese RNA 
die 3-mer Sequenz A/G-A/G-G am Ende des Exons gefolgt von 
der 6-mer Sequenz G-U-A/G-A/G-G-U zu Beginn des 
nachfolgenden distalen 3 ! Outrons aufweist. 

10 64. Verfahren nachfolgend zur Identif izierung naturlicher 
zellular transgespleiSter RNAs, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

uber eine cDNA-PCR- Analyse untersucht wird, ob zwei 
bestimmte transspleiSf ahige zellulare RNAs in vivo uber 
15 diese PCR-Analyse nachweisbare transgespleiSte , Hybrid-RNAs 
ausbilden, wobei die verwendeten beiden Primer jeweils zu 
den beiden zuvor sequenzierten exonischen Anteilen aus den 
zu den beiden RNA-Sonden hin transgespleifcten zellularen 
RNAs paaren. 

20 

65. Kit zur Identif izierung von TransspleiSstellen in 
einer zellularen pre-mRNA 

umfassend zwei DNAs zur Codierung einer Sonden-RNA mit 
einer 5 1 SpleiSstelle bzw. einer Sonden-RNA mit einer 3 1 

25 SpleiSstelle nach einem der Anspruche 45 bis 63, sowie 
umfassend ein Restriktionsenzym, welches eine spezifische 
Sequenz in der ds-cDNA der Sonden-RNA in dessen Outron 
schneidet, sowie die Primer zur gezielten cDNA-Synthese, 
PCR-Amplifikation und Sequenzanalyse der RNA- 

30 Trans spleiSprodukte aus zellularen RNA-Anteilen und den 
Exonanteilen der Sonden-RNAs, sowie. umfassend einer 
methodischen Anweisung zur Identif izierung der 
TransspleiSstellen in zellularen RNAs und nachfolgend zum 
Nachweis naturlicher, zellular- transgespleiSter Hybrid- 

35 RNAs . 
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inaktivierte 
3' 



lie 

- UGUUA A AC — N — — UUGUUUGUGUAUUUUAGAUU - 

. 1(W0 I III MSINil 1 1 II9I 
aacaaacacauaaaaucu 



zellulare Target-RNA 



-3' 



sehr starke 
Branch-Site 



sehr starke 
U/C-Region 



r cap 

»* Transspllce-RNA 



•e 



A ee « * * • ^^i^ Lys Gly ArgArg 

AUGAUGUG 



UjSnRNP 




Methoden zur Bevorzugung elner 3'-SplJceste!le auf der Transspllce-RNA 
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TATA 

\/ 



AO 



frame 
Unker 

/ 



Codon 
As. 2 



| Protease-L 1 da-cDNA ab Am l nosa ure 2 das Zelltod-Gens 



Poly 

XAO AATAAA g{L" 

\/ \/ H 



Enhancer Promoter AT Grln-R C ad.-Franie.von-A8.24rele Reglon-fcs- codlerende TlimorzelltOd-DNA PolyA 
7 -» Cleav.S. 

x ' an Codon UAG AAUAAA 

\i \/ \ / 



(2) 



Protease- L 



mRNA ab Amlnosaure 2 des Zelltod-Gens 



AAAA. . 



Inaktlve Zelltod-pre-mRNA (mlt 2 Llnkern und Codon ab As. 2 und mit potenter 3' Spllce-Stelle) 



AUG 



QU 



(3) 




inaktivierte nur Tumorzellen-typlsche pre-mRNA 

Splteeatell e 

Exon 2 | 



*jjxon3_3' 



Protease-L [ 



Codon 
As. 2 
1/ 



UAO AAUAAA, 

\/ \7 



mRNA ab Amlnosaure 2 dea Zelltod-Gens 



(4) 



AUG 

\/ 



Codon 
As. 2 



UAG AAUAAA 

\/ \/ 



5' 



Exonl 



Protease-L mRNA ab Aminosaure 2 des Zelltod-Gens 



aktlve Hybrid-mRNA mlt AUG-Start-Codon 



Codon TAG AATAAA 

y \/ \ / 

(5) Exo"1 1 1 Protease-!.. | ds-cDNA ab Am l nosa ure 2 dea Zelltod-Gens i Sna! 

ds-cDNA ™ i 



AXG 

Primer 1 ^ j 



Primer 1 
(6)E= 



Primer 2 



PCR-Ahalyse 



PCR-Produkt 



Primer 2 



\ I 



zelluiare 
"Translation 



Hybrid-Protein Q 

AnteV ll^fieg^A 



Zelltod-Proteln 



Men 



As 2 



D C 



Zelltod-Proteln 



II Z) ( ? ) 

I zellul&re 
. W Prot-Spaltung 

;nz) w 



Erzeugung todllcher Proteine In Tumorzellen nach heterologem Transsplice 
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L 



(2) 



capo 



Start-Codon 
Nonsens-Proteln 
(out of Frame 
Codon As.2 
Zelltod-Proteln) 

AUG 



\/ 



Codon Codon 
As. 2 2. Met 
Zelltod- Zelltod- 
Proteln Protein 



Stop 
Codon 
Nonsens- 
Proteln 



AG 



| Protease-L 



J 



AUG UAG 

\/ \/ 



Codon 
Zelltod- 
Proteln 

UAG 

\/ 



AAUAAA 

\/ 



mRN A ab Amlnosaute 2 das Zelltod-Gens 



Codlarende Region fOr Nonsena-Proteln -B»»- 



etBraJgeungesplelBteZelltod-pre-mRNAImCytoplasna ^ ^JjJjjJJ^ 



(9) 



( unschadllches kurzes Nonsens-Proteln ^ 



Safe-Erzeugung von 
Nonsens-Proteln 



| Exon 1 Alpha-Feto-Protsln (AFP) 



Exon 2 AFP 



weltere 13 Introne _ 
"und 13Exone AFP 



Ala Ser lie 
29 30 31 



Mat Lys He 

1 2 28 _ 

cap -H— AAC AUG AAG AUAG^GTOAB— N-g^yyUUCCAG CU UCC AUA— N jjj^ ; ' ~ 

-GGAAGGUC GAAGGUAU-N- 



(1) 



-UUCUUUCUCUCUUUCAQ CU-N^ 
aehrstarkea'SpHcestelle 



cap^ 

Ala Ser 

2 3 

-GCUUCU- 



"1116 



Val Ter 
376 

■GUUUAG- 



Prot-Unk. Region ab Aminos. 2 dee HSV/Tk-Gen 



I \ 
Reed, 
frame 
Linker 



5-15 As. 



(2) 



He Ala 

_ 28 29 

cap-N-AAC AUG AAG— K^AUAGCU-^-^ 



Met Lys 
1 2 



Ala Ser 
2 3 

-GCUUCU- 



1118 



Val Ter 
376 

-GUUUAG- 



' 20-50 



AAAA. 



| Exo n 1 Alpha-Feto-Proteln ( AFP) | | Pr ot-Un kTlReglon ab Aminos. 2 dea HSWTk-Gens| 



aktive Hybrid-mRWA mit AUG-Start-Codon 



(3) 



(4) 



Met Lys 
1 2 



c 



Exon 1 AFP 



Trans- 
Splice 
June! 

He Ala u . m A Ala Ser 
28 29 2 3 

Protease^ 



zelluiare 
Translation 

Val 
376 



Erken.-R 



HSVm-Proteln 



•roteln 



zelluiare 
Prot-Spaltung 



^ E xon 1 A 



AFP 



Erzeugung von aktlvem HSV/Tk 
nach RNA-Transsplice 



2) (| HSV/Tk-P rotBln ^ 



VQlov^gXE© 



Hemmung 
DNA- 

Replikation 
in Tumorzelle 
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N-termlnales Exon / KeJn C * S ^^ lce "\ 



pre-mRNA A 




pre-mRNA B 
^ ) Stimulation elnes Trans-Splice 



Exon N-1 . 

C-termlnales Exon 

Keln Cis-Spllce 



3 



durch Mutation der Cls-Spllcestellen In N- Oder C-termlnalen Intorns 

g 

Cis-Splice ^ M 



ExonN-1 ^ | M E* onN 

\ermtnales Exon 
' Cls-Spllce 



pre-mRNA B 



Exon 2 



N-terminales Exon | 



IS 

/n\ Stimulation elnes Trans-Splice 

' ' durch Aktlvlerung kryptlscher Spllce-Stellen In N- Oder C-termlnalen Exons 



pre-mRNA A 1 .KelnCls-Splice ' 




pre-mRNA B 

~ ExonN-1 \ ^ ^ | g Exon N | 

C4ermlnales Exon 

/-av Stimulation elnes Trans-Splice durch Aktlvlerung elner kryptlscher Spllce-Stelle 
* ' Im C-termlnalen Exon und Mutation elner Cls-Splicestelle Im N-terminalen Intron 
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(1) Schritt 1 : Idendifikation moglicher Trans-SpleiBf&higer pre-mRNAs 



ISFS^ mltTrans-Splicctahlger 3^(8^^110) 



unbekannte pre-mRNA B 



5' 88 
I 



3'* 



Trans-Splice 



3' ss-Sonden-RNA 



Trans-Splice 



3* ss 



5' 88 



\ 



5* ss-Sonden-RNA 



Sequenzlerung 



Primer B Primer A Sequenzlerung 



zur Sonden-RNA trans-gespl. RNA ™ Sonden-RNA trans-gespl. RNA 

(PCR-Sequenzierung als cDNA) (PCR-Sequenzlerung als cDNA) 



(2) Schritt 2: Idendifikation moglicher zellularerTransspleiBprodukte 



5' 88 




falls Trans-Splice In Zelle vorkommt 



Primer C 



Primer D 

mdgliche, zellular vorllegende trans-gespl. (pathogene) mRNA 

(PCR-Sequenzierung als cDNA) 



Prinzip des Nachweises unbekannter zellularer mRNA-TranssplelBprodukte 



t 
i 
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P 



unbekannte pre-mRNA A 

mlt Trans-Spllco-f Shlger 5' ss (Splice-Stelle) 

Poly-(A)-Stretch 

Iaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 
1 - uuuuuuxmuuuuuuuuuuu 



• • • • 



(1) 




C-termlnales Exon g p 0 |y-(U)-StretCh \ 

cap*** 



-UUUUUUUCCCUUUUUUUCCNCAG I | AAAAAAAAA. 

3» ss-Sonden-RNA 



Assoziation zwischen einer Sonden-RNA zu einer transspleiBfahigen zellul&ren pre-mRNA 
Ober eine Antisenspaarung einer zwischen einem Poly-U-Bereich auf der Sonden-RNA und der 
Poly-A-Tail-Region der zellularen pre-mRNA . 



unbekannte pre-mRNA A 

mlt Trans-Spllce-f ahlger 5' as (Splice-Stelle) und gebundenem UjSnRNP 

Wc^Stefle CtermmalesExon 



AAGlGOAftGP | AAAAAAAAA. . . 




< 2 > 



Assoziation 



C U2AF 65 3 

cap««= i . UUUUUUDCCCUUUUUUUCCNCAG [ 

Poly-(U/C)-Stretch 

3' ss-Sonden-RNA mlt gebundenem U2AF-Komplex 



Assoziation zwischen der 3' Splice-Stelle auf einer Sonden-RNA 

zu einer kryptischen 5 1 Splice-Stelle einer transspleiBf&higen zellularen pre-mRNA 

uber zuvor gebunden SpleiBproteine im E-Komplex 
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SplelB-RNA-Sonde nur mtt 5' SplelBstelle 
N-— — 



c 



-agaagaacggaagaacaa — » x — aag guaagu - n — auuu AAAU nj^aaaaaa. . .3 • 

*P 5'Cap^ 

RNA-TransspleiQ V ^ 

^ uutrouuuuuuuuuuuuu 

5 . cap — a— (U/C)— AO ■ -—(tall AUUUAAAU) AAAAAAAAAAAAAAAAA 

Zellulfire pro-mRNA mlt TranssplelBfahlger 3' SplelBstelle 




3' 



5 - Cap _U— H — AGAAGAACGGAAGAACAA-H — ■ AAG Hj^^ (fefiia AUUUAAAU) AAAAAAAAAAAAAAAAA-^ 

(2) enstandene transgesplelBte mRNA ' 

y K 5* AACCTTCCAACCGGCCAA- 



^ 1 TCTTCTTGCCTTCTTGTT — TTCR (kfiia TAAATTTA) TTTTTTTTTTTTTTT -/ 

5 • Cap — U H AGAAGAACGGAAGAACAA —IT-—- AAG N -—-—■-> ( Jteis. AUUUAAAU) AAAAAAAAAAAAAAAAA ^ 

r 18 30-60 10-60 10-1000? \ 

(3) cDNA-Synthese mit z.B. Primer: 5 ■ aaccggccaaccggccaa — ttttttitcttttttt 3 • -" / 

^tctxcttgcctxcttgtt -n^ttc (keia taaattta) — ttttttttttttttt — aaccggccaaccttccaa s ■ 

5 'AGAAGAACGGAAGAACAA - ► 

■ (4) 2.-Strang-ds-cDNA-Synthese (1 x PGR) mlt Primer 5 ■ agaagaacggaagaacaa 



c 



V TCTTCTTGCCTTCTTGTT — N — TTC H , n , ■ ( kein TAAATTTA) TTTTTTTTITTITTTT -AACCGGCCAACCTTCCAA 5' 

5' AGAAGAACGGAAGAACAA — ^2=1° aag N (Kein ATTTAAAT ) AAAAAAAAAAAAAAA— TTGGCCGGTTGGAAGGTT 3' 

10-60 10-1000? 



(5) Digest mit Swa I: Keine Spaltung mSglich (kein ATTT/AAAT) 

c" 

10-60 . 10-1000? 

(6) Welterhin ungespaltene ds-cDNA 

3 • TCTTCTTGCCTTCTTGTT — N TTC H ( kein TAAATTTA) TTTTTTTTTTTTTTT -AACCGGCCAACCTTCCAA 5' 

5* AGAAGAACGGAAGAACAA — H 1 ^^ AAG M 10 " 1000? ( kein ATTTAAAT) AAAAAAAAAAAAAAA— TTGGCCGGTTGGAAGGTT 3' 

10-60 10-1000? 

(7) PGR mlt Primer 5 • agaagaacggaagaacaa und mit Primer 5 • aaccttccaaccggccaa 

3 ' TCTTCTTGCCTTCTTGTT — N TTC K ( kein TAAATTTA) — TTTTTTTTTTTTTTT —AACCGGCCAACCTTCCAA 5 1 

5' AGAAGAACGGJ&GAACAA ^» 

^3) Sequenzierung mlt Primer agaagaacggaagaacaa 

(FaSB beB Sondera-RNA) w 

TCTTCTTGCCTTCTTGTT — H — TTC CAATCA — N TAAA TTTA N— -r- TTTTTTTTTTTTTTT - AACCGGCCAACCTTCCAA 

AGAAGAACGGAAGAACAA— AAG GTTAGT -N^ATTT AAAT AAAAAAAAAAAAAAA-TTGGCCGGTTGGAAGGTT 
10—60 lo-eo . io-aw 



(5) 



TCTTCTTGCCTTCTTGTT — N — — - TTC CAATCA — H tj-t= TAAA 

AGAAGAACGGAAGAACAA — R rTTT* GTTAGT — N rr— r ATTT 
10-60 10-60 



DNA-Spaltung mit Swa I 



*W— VV • *U— OM , 

/|£;\ „ AM ,*w«r»« Ho «nM a TTTA N To*"3o" TTTTTTTTTTTTTTT —AACCGGCCAACCTTCCAA 

gespaitene ds-cDNA aaat n — — aaaaaaaaaaaaaaa— ttggccggttggaaggtt 

10-30 

(7) PGR mit Primer agaagaacggaagaacaa und Primer aaccttccaaccggccaa 1st nach Spaltung unmfiglich 
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c 



AUUU AAAU — UACUA A CA - N^^-jj UUUUUCCCUUUinJUUCCEC AG AGAAOAACQQAAGAACAAO - ^■^-^•AAAAAAAAAAAAAAA—S • 

SplelB-RNA-Sonde nur mlt 3' SplelBstelle A 

J 5 ' Cap ^ 

(1) RNA-TranssplelBj A 

5 1 cap — N 10 lpDoy ( keln AUUUAAAU) GAG GUGAGU N^^^—AAAAAAAAAAAAAAAAA 3 ' 

Zellulfire pre-mRNA mlt TranssplelBfahfger 6' SplelBstelle 

5 « C ap N (feejn, AUUUAAAU) GAG AGAAGAAC GGAAGAACAAG- H^"^ AAAAAAAAAAAAAAA — 3 ' 

(2) enstandenetransgespleiGtemRNA 

CCCC • (he in TAAATTTA ) — — CTC TCTTCTTGCCTTCTTGTTC - H fir-jr TTTTTTTTTTITTTT 5 * 
5 » cap — H ia _ iopo? ( keln AUUUAAAU) GAG AGAAGAACGGAAGAACAAG -Hj^ AAAAAAAAAAAAAAA 3 • 

(3) cDNA-Syhthese mlt z.B. Primer: RxxxxxnxszTxx unci danach termlnale Elongation mlt Cytosinen (C) 



5 • GGTTGGAAGGtTGGAAGGGGGG 5" 

- CCCCCC — N lQ _ lpooy ( Keln TAAATTTA) 3 » CC^CMCCAACCTTCCCCCC - W j^jjj? 



5 ' Cap — N r~~T???r (kfiiJi AUUUAAAU) — — 5 * Cap — N 

10—1000? 



10-1000? 



(4) (a) Annealing des Primer: ggttggaaggttggaagggggg (4) (lb) kompl. AutfOllung zum Primer 
5' ggttggaaggttggaag 

3 1 CCAACCTTCCAACCTTCCCCCC — H ^ 0 _ loqo , ( keln TAAATTTA) CTC TCTTCTTGCCTTCTTGTTC -ir-— T n S 5 * 

(4) (c) 2.-Strang-ds-cDNA-Synthese (1 x PCR) mlt Primer 5 ■ ggttggaaggttggaag 

5 • GGTTGGAAGGTTGGAAGGGGGG — IT • ( keln ATTTAAAT) > GAG AGAAGAACGGAAGAACAAG -N A 1? A 3 • 

3 1 CCAACCTTCCAACCTTCCCCCC — N, 1( J 100 J (UfiiH TAAATTTA) CTC TCTTCTTGCCTTCTTGTTC -Nj^-T^T 5 ' 

(5) Digest mlt Swa I: Kefne Spaltung mfiglich (keln ATTT/AAAT) 

5 ' GGTTGGAAGGTTGGAAGGGGGG — K (fefiifl. ATTTAAAT) r- GAG AGAAGAACGGAAGAACAAG -N— 5 A J7 A 3 ' 

' 3 ' CCAACCTTCCAACCTTCCCCCC — H " (kfii& TAAATTTA) CTC TCTTCTTGCCTTCTTGTTC -Ntt-tt T T 5 ' 

10-1000? w-au u 

(©) Weiterhin ungespaltene ds-cDNA 

5 1 GGTTGGAAGGTTGGAAGGGGGG — • N — — ( keln ATTTAAAT) GAG AGAAGAACGGAAGAACAAG 3 * 

3 ' CCAACCTTCCAACCTTCCCCCC — N 10 " 1000? ( keln TAAATTTA) CTC TCTTCTTGCCTTCTTGTTC 5 * 

10-1000? Vffl ™ n 

(7) PCR mlt Primer 5 ■ ggttggaaggttggaag und mlt Primer s • cttgttcttccgttcttct 

3 ' CCAACCTTCCAACCTTCCCCCC — N (Kfiia TAAATTTA) CTC TCTTCTTGCCTTCTTGTTC 5' 

5 * GGTTGGAAGGTTGGAAG io-iooof ^ 

(8) Sequenzierung mlt Primer ggttggaaggttggaag 

(Fait bel Sonden-RNA) y 

5 * GGTTGGAAGGTTGGAAGGGGGG A__N — ATTT AAAT— TACTAACA - Hj|j^jT s CCCT 6 CCNCAG AGAAGAACGGAAGAACAAG 3 1 

3 1 CCAACCTTCCAACCTTCCCCCC ? V-S^TAAA TTTA —ATGATTGT - N i — - A n GGGA GGHGTC TCTTCTTGCCTTCTTGTTC 5 ' 

18 10-40 | 10-30 B ^ 6 

(5) + (6) A DNA-Spaltungmlt Swal 

(7) PGR mlt Primer ggttggaaggttggaag und Primer cttgttcttccgttcttct 1st nach Spaltung unmdglich 
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S 

Zellulfire pre-mRNA A mlt TronscplelBfahlger 5« SplelflsteHe 



(D 



5 ' Cap -N — CCAGGUUAACOTAACAAU-N -W OUmWH ^-j-^^AAAAAAAAAiUUUUUU^ - 

sequenzlerte, bek. Basenfolge A 

RNA-TransspleiB ? 



5- cap » 10 -ioooi A ~ < U/C) 9~ Ag N r imcaa^ccAUGC A ccu A -H-j 

sequenzlerte, bek. Basenfolge B 



Zellulare pre-mRNA B mit TranasplelBfahiger 3' SpleJOstelle 



5 » Cap — K — CCAGOnUAACOOAACAAU— H x — GAG N — UUCAAGUCCAUOCACCUA— N — AAAAAAAAAAAAAAAAA 

sequenzlerte, bek. Basenfolge A sequenz., bekannte Basenfolge B 



(2) Falls TranspleiS in vivo: Gebiidete zellulare Hybrld-mRNA 



j jjg CATTGTTA— N — CTC N — AAQ TTCAGGT ACGTGG AT — N^— TTTTXTTTTTTTTTT B * 

g i cap — N CCAGGUUAACGUAACAAU — N*— GAG N^— UUCAAGUCCAUGCACCUA— N ~ P 

Sequenzlerte, bek. Basenfolge A sequenzlerte, bek. Basenfolge B 

(3) cDNA-Synthese mit Primer rs\ 



5 1 CCAGGTTAACGTAACAAT — N — GAG N — TTCAAGTCCATGCACCTA 3 1 
3* GGTCC AATTG CAT TGTT A — N*— CTC n|-AAGTTCAGGTACGTGGAT 5' 

(4) . PCR mit Primer 5 • ccaggttaacgtaacaax und Primer s • taggtotcatggacttgaa 



5 • ccaggttaacgtaacaat &s >» 

3 » GGTCCAATTGCATTGTTA — H y — CTC H — AAGTTCAGGTACGTGGAT 5 ' 



(5) Sequenzierungsbestatigung mit Primer ccaggttaacgtaacaat 



Abschliessende OberprQfung auf zellul&re TranssleiBprodukte 
zwischen zwei per se transspleiBfShigen pre-mRNAs 
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